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IV. Allgemeines . 


I. Einleitung. 


Die quantitative Erforschung der bei der Assimilation 
gebildeten Kohlenhydrate geht auf Sachs (32) zuriick. Von 
ihm stammt die sogenannte Blatthalftenmethode. welche die 
Bestimmung der Zu- bezw. Abnahme der Assimilationsprodukte 
in der Flacheneinheit und somit die Schatzung der Assimila- 
tionsgr6Be des Blattes erlaubt. Man vergleicht dabei die 
Trockengewichte gleich grofer Flachenstiicke von verschie- 
denen Halften eines Blattes zu verschiedenen Zeiten. Es miissen 
jedoch, um ein vollstiindiges Bild von der AssimilationsgréBe 
zu erhalten, auch die durch Atmung und Ableitung bedingten 
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Verluste in Betracht gezogen werden. Sachs ging damals 
allerdings noch von der Vorstellung aus, die Gewichtszu- und 
-abnahme sei durch die Starkebildung allein bedingt. 

Kurz darauf hatte A. Meyer (23) die Anhaufung von lés- 
lichen Zuckerarten sowohl in stirkefreien als auch in stiarke- 
fiihrenden Blattern nachgewiesen. Die Versuche von Béhm (5), 
Schimper (33) und A. Meyer (22) zeigten ferner, daB die Bil- 
dung der Starke im Chlorophyllkorn von einer gewissen Kon- 
zentration léslicher Kohlenhydrate in der Zelle abhangig ist. 
Es konnte also kein Zweifel mehr herrschen, daf die von 
Sachs gegebenen Werte nicht auf Starke allein bezogen 
werden diirfen, sondern ganz allgemein eine Bestimmung der 
ersten Assimilationsprodukte, sowohl Zucker als auch Starke, 
darstellen. 

Neuerdings ist die Blatthalftenmethode von A. Miiller (25) 
zur Untersuchung verschiedener Starke- und Zuckerbliatter an- 
gewendet worden. Thoday (36) hat bei einer Nachuntersuchung 
der Sachsschen Werte die Brauchbarkeit der Methode voll 
bestatigt. 

Eine andere Methode zur Schatzung der bei der Assi- 
milation gebildeten Kohlenhydrate hat Kreusler (18) ange- 
geben. Sie besteht in der Bestimmung der CO,-Menge, welche 
innerhalb einer gewissen Zeit von den assimilierenden Blattern 
verbraucht wird. Gleichzeitig muS die durch die Atmung ent- 
stehende CO,-Menge beriicksichtigt werden. Aus dem Verbrauch 
an CO, abt sich dann, allerdings nur annihernd, die gebildete 
Kohlenhydratmenge berechnen, — annahernd deshalb, weil 
die Werte verschieden ausfallen, je nachdem sie auf Mono-, 
Di- oder Polysaccharide bezogen werden und durch die Me- 
thode selbst tiber das Mengenverhiltnis dieser Kohlenhydrate 
natiirlich nichts gesagt wird. Dieser Methode hat sich Giltay (13) 
bei Untersuchungen tiber die vegetabilische Stoffbildung in den 
Tropen bedient. 

Die ersten quantitativen Bestimmungen der Zucker in 
den Blattern durch chemische Analyse liegen schon weit zuriick. 
Besonders sind Bblitter von Nutzpflanzen, wie Beta vulgaris 
und Vitis vinifera, Gegenstand zahlreicher Untersuchungen 
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gewesen. So hat z. B. Petit (27) schon 1873 Wein- und 
Pfirsichblatter auf ihren Zuckergehalt gepriift und neben 
«Glukose», wie er einfach alle direkt reduzierenden Zucker 
nennt, auch betrachtliche Mengen einer erst nach der Inversion 
mit Sauren reduzierenden Zuckerart gefunden, die er durch 
gleichzeitige polarimetrische Priifung als Rohrzucker erkannte. 
EKingehendere Untersuchungen liegen iiber die Bliitter 
der Zuckerriibe vor. Hier sind zundchst die Arbeiten von 
A. Girard (14) hervorzuheben. Auch er hat zwischen Sac- 
charose und direkt reduzierendem Zucker unterschieden. Von 
besonderem Interesse ist eine Beobachtung Giirards tiber das 
Verhaltnis von Saccharose und reduzierendem Zucker. Er fand 
namlich, dafi der Rohrzucker tagsiiber in héherem Grade als 
die dbrigen Zucker zunimmt. | 
Lindet (20) hat bei seiner Untersuchung der Zuckerriiben- 
blatter die reduzierenden Zucker unter Zuhilfenahme der Po- 
larisationsmethode in Dextrose und Liivulose unterschieden. 
Am merkwiirdigsten sind vielleicht die von Perrey (26) 
angeftihrten Resullate anlaBlich einer Untersuchung von Pha- 
seolus. Der Verfasser konnte niémlich in der Zeit vom 29. Juni 
bis 29. Juli keine Spur von reduzierendem Zucker in den 
Blattern entdecken, hingegen stets gréfere Mengen von Sac- 
charose. Perrey kam zu dem Schluf, dafi Saccharose der 
zuerst gebildete Zucker sei, und faBt die als «Glukose» be- 
zeichneten direkt reduzierenden Zucker, die er zu anderer 
Zeit fand, als Hydrolysationsprodukte der Saccharose auf. 
Die erste eingehende quantitative Differenzierung der 
Zuckerarten im assimilierenden Laubblatt stammt von Brown 
und Morris 1893(4). Es ist durch sie das Vorkommen der 
vier Zuckerarten: Saccharose, Maltose. Dexirose und 
Lavulose, wenigstens fiir die Blatter von Tropaeolum majus, 
nachgewiesen worden. Ferner zeigen’ ihre  Analysen- 
resultate das deutliche Uberwiegen der Disaccharide iiber die 
Monosaccharide bei Bliattern, die am Tage der Pflanze ent- 
nommen waren oder nach dem Abschneiden mehrere Stunden 
assimiliert hatten, wihrend bei den am friihen Morgen ent- 
nommenen oder nach dem Abschneiden verdunkelten Blattern 
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sich das Verhiltnis von Mono- zu Disacchariden sichtlich zu- 
gunsten der ersteren verschob. Auferdem zeigte sich, daf 
stets Liivulose in mehr oder weniger betrichtlichen Mengen 
zugegen war, wéihrend Dextrose zuriicktrat oder ganz 
fehlte. Wie bereits gezeigt wurde, sind auch schon friher 
iihnliche Beobachtungen an andern Blittern gemacht worden 
(Girard, Perrey), allgemeine Beachtung haben aber erst die 
Analysen von Brown und Morris diesen Tatsachen verschafft. 
Die Verfasser halten auf Grund ihrer Analysen den Beweis 
fiir erbracht, daB der Rohrzucker der zuerst gebildete Zucker 
sei. Aus Griinden, die spiiter noch eingehend erortert werden 
sollen, zwingen die Analysenbefunde nicht ohne weiteres zu 
dieser Deutung, die daher auch nicht viele Anhaénger gefunden 
hat. Allgemein gilt eine Hexose, speziell Dextrose, als das 
erste analytisch fafbare Assimilationsprodukt, wihrend der 
Rohrzucker als Reservestoff aufgefabt wird. 

Spitere Autoren begniigen sich, soweit Laubblatter zur 
Untersuchung herangezogen werden, in der Regel mit der 
Unterscheidung zwischen direkt reduzierendem und nach der 
Inversion reduzierendem Zucker neben der Starke. Erst in 
jiingster Zeit ist, wiihrend die vorliegende Arbeit im Entstehen 
begriffen war, eine Untersuchung von Davis, Daish und 
Sawyer verOffentlicht worden,!) die, den Vorarbeiten (9, 10) 
nach zu urteilen, sich ebenfalls mit einer genauen Differenzie- 
rung der Zuckerarten neben der Starke befabt. 

Bei den von mir durchgefiihrten Analysen wurde zu- 
naichst das Blatt von Tropaeolum majus benutzt, da ein Ver- 
gleich mit den bereits vorliegenden Untersuchungen tiber dieses 
Objekt wiinschenswert erschien. Es sind ferner Blitter von 
Cucurbita ficifolia, Vitis vinifera, Musa Ensete und Canna 
iridiflora untersucht worden. 

Von jeder der genannten Pflanzen wurde je eine ent- 
sprechende Menge Blitter in den Mittagsstunden, eine andere 
kurz vor Tagesanbruch geschnitten, also zur Zeit der starksten 
Assimilationstitigkeit und nachdem Inversion und Ableitung 


') Des Krieges wegen war mir diese Arbeit nicht zuginglich (vgl. 
Botan. Zentralbl., Nr. 29, 1916, S. 58—60). 
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(neben der Atmung) allein im Gange waren. Es geschah dies 
in der Hoffnung, durch Vergleich der verschiedenen Mengen- 
verhiltnisse der Kohlenhydrate wihrend physiologisch ver- 
schiedener ‘Tiitigkeiten der Pflanze vielleicht einige Anhalts- 
punkte tiber den primir entstehenden Zucker zu gewinnen. 
Von Versuchen mit Blattern, bei denen vor der Belichtung 
die Ableitung durch vorhergehendes Abschneiden der Bliitter 
unterbunden war, habe ich abgesehen, einmal wegen der 
technischen Schwierigkeiten, da eine grofe Anzahl von Bliittern 
zu jeder Analyse gebraucht wurde, dann aber auch, weil die 
durch die unterbrochene Ableitung bedingten Verhiltnisse doch 
nicht als normal angesehen werden diirfen: es kénnten sich 
unter solchen Umstéinden im fortwahrenden Auf- und Abbau 
der Kohlenhydrate Verschiebungen zugunsten der einen oder 
andern Zuckerart ergeben, die leicht zu falschen Vorstellungen 
liber den normalen Verlauf fiihren wiirden. 


II. Methodisches. 


Die Ausfiihrung der Analysen ist nicht ganz einfach, und 
es muf aus diesem Grunde auch auf die diesbeziiglichen Vor- 
arbeiten etwas niiher eingegangen werden. 

Was zuniachst die Zucker betrifft, so war das Prinzip 
ihrer Isolierung bezw. Berechnung kurz folgendes: 

a) es wurde das Reduktionsvermégen des vorbehandelten 
Auszuges gegen Fehlingsche Loésung direkt, sowie sein Dre- 
hungsvermogen fiir die Ebene des polarisierten Lichtes er- 
mittelt: 

b) es wurde mit maltasefreier, durch Thymol abgetoéteter 
Hefe bei 52° (eventuell auch mit Citronensdure) invertiert, 
darauf abermals das Reduktionsvermégen bestimmt. Eine 
polarimetrische Bestimmung kann als Kontrolle dienen; 

c) es wurde mit maltasefreien Hefen ein Teil des Aus- 
zuges bei 32° vergoren und wiederum das Reduktionsvermogen 
ermittelt. 


Daraus berechnet sich: 
1. die Menge der vorhandenen Maltose aus c direkt, 
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2. die Menge der Saccharose bezw. des ihr entspre- 
chenden Invertzuckers aus dem Reduktionswerte (b—a), 

3. die Kupfermenge, welche der Summe von Dextrose 
und Livulose entspricht, aus dem Reduktionswerte (a—c); 
die der Summe dieser Zucker zukommende Drehung aus dem 
Polarisationswerte a minus den fiir Saccharose und Maltose 
berechneten Drehungswinkeln. 

Aus den so erhaltenen Zahlen kann mit Hilfe einer ein- 
fachen Formel, die bei der niheren Besprechung des Analysen- 
ganges wiedergegeben werden wird (vgl. auch Abderhalden, 
Biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 2, S. 146), die Menge der Dex- 
trose leicht berechnet werden. 

4. Die Liivulose aus der in (3) erhaltenen und der fiir 
Dextrose berechneten Kupfermenge. ') 

Es bedarf das nun im einzelnen der Besprechung. 


1. Die Reduktionsmethode. 


Bei der Ermittlung des Reduktionsvermégens kam es 
mir auf eine Methode an, welche die Benutzung der bei uns 
iiblichen Zuckertabellen, die Meifel und Allihn fiir Dextrose, 
Meifiel fiir Invertzucker, Wein fiir Maltose (Kénig, Bd. 3, 
1. Teil, Anhang) und Hénig und Jesser fiir Liavulose (v. Lipp- 
mann, Bd. 1, S. 891) ausgearbeitet haben, gestattet.?) Als 
solche wurde das mafanalytische Verfahren von Rupp und 
Lehmann (29,19) gewiihlt; es hat gegeniiber dem Soxhlet- 
schen Titrierverfahren, das iberhaupt bei kleinen Extraktmengen 
nicht in Betracht kommen kann, und der gravimetrischen Be- 
stimmung von Allihn den Vorzug grofer Einfachheit. Man ver- 
fahrt dabei, wenn es sich um eine Zuckerart und nicht um 
Gemische handelt, wie folgt: man nimmt die Reduktion der 
Fehlingschen Lésung genau nach der Vorschrift, wie sie der 
Verfasser der Tabelle fiir den betreffenden Zucker gegeben hat 
(Konig, Bd. 3, 1. Teil, S. 430), vor. Das abgekiihlte Reaktions- 


') Oder einfacher: aus (Dextrose - Liivulose) berechnet als Dextrose, 


minus der Dextrose selbst. 
*) Brown und Morris haben Tabellen benutzt, die nach eigenen 
Versuchen ausgearbeitet waren. 
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gemisch wird dann mit einer Lésung von schwefelsaurem Jodkal: 

zusammengebracht, wobei das durch den Zucker nicht redu- 

zierte, tiberschiissige Kupfer reduziert wird nach der Gleichung 
Cu + 2 JK => 2K 4+ CW 4+ VW. 

Das in Freiheit gesetzte Jod wird mit "/:0-Thiosulfat- 
losung titriert (Indikator Starke). Die Differenz zwischen der 
Jodmenge, welche bei der Abwesenheit von Zucker, also bei 
einer Blindprobe, abgeschieden wird und der Jodmenge, welche 
bei der Analyse selbst frei wird, ist ein Mafi fir die durch 
den Zucker reduzierte Kupfermenge. Mithin ist auch die Diffe- 
renz des bei der Blindprobe und des bei der Analyse erhal- 
tenen Thiosulfatwertes eine Mafzahl fiir das reduzierte Kupfer. 
1 Cu” entspricht 1 J’, das Atomgewicht des Kupfers ist 63,6, 
also entspricht 1 cem "/10-Thiosulfat 6,36 mg Kupfer, daher 
die Berechnung : 

6,36  [Thiosulfatverbrauch bei der Blindprobe minus 
Thiosulfatverbrauch bei der Analyse] = durch den Zucker 
reduzierte Kupfermenge in Milligrammen. Die zugehérige Zucker- 
menge wird aus der Tabelle ersehen. 

Die Blindprobe braucht selbstverstandlich nicht vor jeder 
Analyse neu vorgenommen zu werden. Bemerkt sei noch, da es 
bei dieser Methode nicht notig ist, die vorgeschriebenen Volumina 
Fehlingsche- und Zuckerl6ésung anzuwenden, sondern voll- 
kommen geniigt, das Verhiltnis dieser Fliissigkeiten und ihrer 
Verdiinnung mit Wasser einzuhalten (vgl. 29, S. 517). 

Eine Schwierigkeit lag nur darin, da einerseits die Vor- 
schriften fiir jede Zuckerart anders sind, d. h. in bezug auf 
die anzuwendende Menge Fehlingscher- und Zuckerlésung, 
Wasserzusatz und Kochdauer von einander abweichen, ander- 
seits im Pflanzenextrakt ein Gemisch von Zuckern vorliegt, 
die mit Ausnahme der Maltose nicht quantitativ isoliert werden 
koénnen. Ich war somit gezwungen, von den iiblichen Be- 
stimmungsweisen abzuweichen und die Verhiltnisse so zu 
wihlen, da sie auf Dextrose, Lavulose, Maltose und Invert- 
zucker gleichmifiig angewendet werden konnten, ohne da& 
die gefundenen Werte mit den normal erhaltenen Werten 
erheblich differierten und dadurch die Verwendung der Ta- 
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bellen fraglich machten. Es wurden alle vier Zuckerarten 
nach folgendem Schema bestimmt: 

15 ccm Kupfersulfatlésung {nach 

15 ccm Seignettesalz-Natronlauge { Soxhlet 

10 cem Zuckerlisung. 
Dieses wurde kalt gemischt, im Erlenmeyer-Kolben von 
200 ccm Inhalt langsam zum Sieden erhitzt und mit nicht zu 
starker Flamme und unter Vermeidung jeglichen Siedeverzuges 
4 Minuten im Kochen erhalten. Das Reduktionsgemisch wurde 
dann rasch in flie}Jendem Wasser gekthlt (das Cu,O darf auf 
keinen Fall dabei mit der Luft in Berithrung kommen). Dann wurde 
eine LOsung von 2,5 g Jodkali in 35 ccm Wasser und 25 ccm 
verdiinnte Schwefelséure (1:10), beides vorher gemischt, zu- 
gegeben und mit "/10-Thiofulfatlisung in maébigemTempo titriert. 

Die Blindproben wurden in derselben Weise vorge- 
nommen, nur 10 ccm destilliertes Wasser statt Zuckerlésung 
verwendet; sie wurden haufig neu angestellt. 

Kine Kochdauer von 4 Minuten war fiir die Maltose er- 
forderlich, da die Reduktion der alkalischen Kupferldsung durch 
diesen Zucker erst nach 4 Minuten mit Sicherheit erreicht ist; 
anderseits werden bei den tibrigen Zuckerarten nach 2 Minuten 
Kochzeit nur noch Spuren von Cu,O abgeschieden (vgl. 34, 5.235; 
15, S. 544). Durch die Anwendung von unverdiinnter Fehling- 
scher L6sung wurde wenigstens fiir Maltose das gebréiuchliche 
Verfahren eingehalten; die Abweichungen, welche sich fiir die 
iibrigen Saccharide ergaben, habe ich durch Versuche festzu- 
stellen versucht. Vorher aber mute ich mich iiber die Rein- 
heit der dabei verwandten Zucker orientieren. Fiir Dextrose 
ist dies nach dem Soxhletschen Titrierverfahren geschehen, 
ebenso fiir Lavulose. Die Saccharose wurde polarimetrisch 
gepriift. Es wurde der Traubenzucker (wasserfrei, «Kahl- 
baum») als 99,6°% joig, der Fruchtzucker (aus Inulin I) und der 
Rohrzucker (aus indischem Rohrzucker) als 100,0°%/oig ge- 
funden. Die Zucker waren vor der Untersuchung iiber P,O, 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet worden. 

Nachstehende Tabellen zeigen die Abweichungen, welche 
sich aus dem oben geschilderten Verfahren ergeben. Die 
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Zuckerlosungen enthielten genau 100,0 mg Zucker in 10 cem. 
Die niedereren Konzentrationen wurden durch entsprechende 
Verdiinnung (MafSpipette) hergestellt. Der angegebene Kupfer- 
wert ist jeweils das Mittel aus 2—3 Analysen, deren Ab- 
weichungen zwischen 0,3 und 0,6 mg Kupfer schwankten. 


I. Dextrose. 
LL 


Dextrose in : Destrose | . 
Kupfer gefunden Abweichung in 






































10 cem berechnet | 
mg | mg | mg | %0 

100,0 191,5 : 98,1 —— 19 
80,0 157,4 | 80,3 1.0.4 
60.0 119,5 60,9 +15 
10,0 | 80,2 40,9 +23 
20.0 39.6 20,7 - I 3.5 

ll. Livulose. 
EE 
Dextrose in li P ditties! Dextrose pony 

age upfer gefunden | eats weichung in 
mg | mg | mg | %o 

100,0 | 177,4 | 99,2 0,8 
80,0 143.9 80,4 -. Of 
60,0 | 109,2 61,2 +. 20 
4,0 | 73,7 41,7 -+- 4,3 
20,0 37,6 22.4 +- 12,0 

Ill. Invertzucker.') 
Invertzucker in a ee? | Invertzucker en ee 

pene | upfer gefun me heinnstinas Abweichung in 
mg ng | mg "fo 

100,0 | 183,5 97,1 | eg 
80,0 150,4 79,1 “11 
60,0 | 115,1 | 60,2 +. 0,3 
40,0 77,7 — 
20,0 4).6 | — we 


‘) Inverizuckerlésung wurde durch Auflésen genau iiquivalenter 
Mengen Dextrose und Livulose gewonnen. 
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Der Grad der Abweichungen ist, wie man sieht, von 
der Konzentration abhangig. Die kleinste Abweichung zeigen 
Dextrose und Liévulose tibereinstimmend, wenn 80,0 mg in 
10 cem enthalten waren, also bei einer 0,8°/oigen L6sung. 
Eine hohere Konzentration bedingt bei beiden Zuckern einen 
Fehlbetrag, der bei Dextrose grOfer ist als bei Liivulose, eine 
niederere Konzentration hingegen gibt einen Mehrbetrag; er ist 
bei Dextrose kleiner als bei Livulose. Aus Tabelle III sehen 
wir, dab bei Invertzucker der Fehlbetrag bedeutend gréfer 
ist und daf} sich hier die angewandte und die aus der Analyse 
berechnete Menge erst bei einer Konzentration von 0,6°/o sehr 
nahe kommen. Die entsprechenden niederen Konzentrationen 
konnten nicht verglichen werden, weil die Meifielsche Tabelle 
nicht so weit hinabreicht, ein Mangel, der sich auch sonst 
fiihlbar macht. 

Es sei an dieser Stelle noch daran erinnert, wie wenig 
wir eigentlich tiber das Verhalten von Zuckergemengen bei 
der Reduktion d. h. tiber die gegenseitige Beeinflussung der 
verschiedenen Zucker wissen und daf es sich schon deshalb 
bei der Untersuchung von Pflanzensaften nicht um die Ermitt- 
lung absolut genauer Zahlenwerte handeln kann. Doch sind 
die Abweichungen kaum jemals so grof, daf nicht das Mengen- 
verhaltnis in Zuckergemischen mit grober Anndherung be- 
stimmt werden koénnte. 

Jene Abweichungen, welche durch den Gebrauch der 
oben beschriebenen Methode entstehen, wurden tbrigens da- 
durch auf das Mindestmafs beschrénkt, daB, soweit dies még- 
lich war, mit Konzentrationen von 0,7—-0,8°/o gearbeitet wurde. 
So konnte die Methode, wo es sich um Zuckergemenge han- 
delte, ohne Bedenken angewendet werden. 


2. Die Polarisationsmethode. 
Die Messungen wurden mit einem Halbschattenapparat 


(von Pfister und Streit, Bern) angestellt.!) Samtliche Flissig- 
keiten wurden im 200 mm-Rohr bei einer Temperatur von 20° C. 


‘} Herrn Prof. Faust bin ich fir die freundliche Uberlassung des 
Apparates zu groBem Dank verpflichtet. 
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im Dunkelraum mit Natriumlicht untersucht. Der Apparat 
gestattete eine Ablesung auf !/100°. Zwei Ablesungen diffe- 
rierten kaum um 0,05°, doch war zu diesen Beobachtungen 
einige Ubung erforderlich. 


3. Die Rohrzuckerinversion. 


Zur Inversion des Rohrzuckers habe ich Hefeninvertase 
benutzt, und zwar kam die Hefe direkt zur Verwendung. Es 
wurde Saccharomyces Marxianus, der maltasefrei ist (vgl. 11, 
S. 110; 12), in weithalsigen Kélbchen auf Bierwiirze-Agar, dem 
Invertzucker zugefiigt war, rein kultiviert. Um die notige 
Hefenmenge leicht entnehmen zu kénnen, wurde ein breiter, 
rechtwinklig umgebogener Platinspatel verwandt: damit laBt 
sich eine gréfiere Menge der Hefe bequem vom Boden des 
K6lbchens abheben. In der Regel geniigen zur Inversion von 
50 cem einer ca. 1°%/oigen Rohrzuckerlésung 4-5 solcher 
Portionen vollstandig. Um Giirung zu verhiiten, ging die In- 
version nach Zusatz von alkoholischer Thymollésung im Thermo- 
staten von 52° C. vor sich; die Lésung war mit Schwefelsiure 
schwach angesduert. Nach 24 Stunden wurde das Reduktions- 
vermégen gegen Fehlingsche Lésung gepriift. 

Saccharomyces Marxianus habe ich verwandt, um jede 
Einwirkung von Maltase auf das Extrakt mit Sicherheit aus- 
zuschlieBen. Da seine Verwendbarkeit fiir diesen Zweck nicht 
ohne weiteres feststand, muften erst Vorversuche angestellt 
werden. Es hat sich gezeigt, daB, wenn in geniigender Menge 
eingetragen, diese Hefe sich gut zur Inversion bei héherer 
Temperatur eignet. Dafiir nachstehendes Beispiel: 

1,6000 g Saccharose, tiber PO, bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet, wurden zu 200 ccm in destilliertem Wasser gelést, 
50 ccm davon in kleinem Erlenmeyer mit 2 Tropfen (Pipette) 
konzentrierter Schwefelsfure und ca. '/2 ccm alkoholischer 
Thymollésung (1 : 100) versetzt. In diese Lésung wurden in 
der oben beschriebenen Weise vier Portionen aus einer Rein- 
kultur von Saccharomyces Marxianus tibertragen und durch 
Umschwenken die véllige Verteilung der Hefe im Substrat 
bewirkt. Das Kélbchen wurde dann fiir 24 Stunden in den 
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Thermostaten von 52° gebracht. Nach Verlauf einiger Stunden 
wurde umgeschwenkt, um die Hefe, die sich zu Boden setzt, 
wieder in der Fliissigkeit zu verteilen. Nach 24 Stunden 
wurde das Kélbchen aus dem Thermostaten genommen, ab- 
gekiihlt, die Fliissigkeit mit wenig Kieselgur durchgeschiittelt, 
auf 50 cem gebracht und durch ein Faltenfilter, wenn notig 
mehrmals, filtriert. 

7,0 ccm der Losung auf 10 ccm mit destilliertem Wasser 
verdiinnt, ergaben bei der Reduktion: 

{20,3 mg Cu entsprechend 63,0 mg Invertzucker,') ent- 
sprechend 59,9 mg Saccharose. 

Fiir 200 cem der urspriinglichen LOsung berechnen sich 
also 1,5973 g Saccharose = 99,80 °/o. 

Bei den in Pflanzenausziigen mit der Hefe vorge- 
nommenen Inversionen ergaben sich beinahe immer gut tiber- 
einstimmende Resultate. In zweifelhaften Fallen wurde, um die 
Vollstiindigkeit der Inversion zu priifen, die von der Hefe ab- 
filtrierte Lésung nochmals mit 5°/oiger krystallisierter Citronen- 
siure 5 Minuten in kochendem Wasserbade erhitzt. Nach dem 
Abkiihlen wurde mit fester Soda neutralisiert, auf das urspriing- 
liche Volumen gebracht und die Reduktion ermittelt. Die 
Maltose wird, wie aus den Versuchen von Davis und Daish 
(10, S. 450—452) zu entnehmen ist, in Gegenwart von Na- 
triumacetat, das der Auszug infolge seiner Vorbehandlung ent- 
halt, selbst bei einer Konzentration von 10°/o Citronensiéure 
und einer Kochdauer von 10 Minuten kaum angegriffen; sie 
bleibt also auch bei dieser Nachpriifung sicher unverindert. 

Daf die Maltose wiihrend der 24stiindigen Inversion des 
Rohrzuckers in schwach saurer Lésung praktisch nicht ver- 
iindert wird, wurde auf folgende Weise festgestellt: 

Fiir 10 ccm einer Maltosel6sung war ein Thiofulfatver- 
brauch von 13,4 ecm nach der Reduktion gefunden worden; 
50 cem derselben Lésung wurden dann mit 2 Tropfen kon- 
zentrierter Schwefelsaiure versetzt und mit etwas Thymollésung 
fiir 2% Stunden in den Thermostaten von 53°C. gebracht. Nach 


') Bei allen folgenden Berechnungen wurden Mengen tiber 0,05 mg 
auf 0,1 mg aufgerundet, Mengen unter 0,05 mg weggelassen. 
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dem Abkiihlen und Auffiillen auf 50 ccm ergaben 10 ccm dieser 
Losung wieder einen Thiosulfatverbrauch von 13,4 ccm. 


4. Die Bestimmung der Maltose. 


Zur Ermittlung der Maltose haben Brown und Morris 
mit Salzsiiure 3 Stunden auf kochendem Wasserbade digeriert. 
Dabei aber lat sich ein Verlust an Dextrose und mehr noch 
an der sehr leicht durch Mineralséuren zerstorbaren Liivulose, 
die ja bei der gleichzeitig erfolgenden Rohrzuckerinversion 
entsteht, nicht umgehen. In neuerer Zeit ist daher die Isolie- 
rung der Maltose durch Vergiiren der andern Zuckerarten mit 
maltasefreien Hefen als der einzig einwandfreie Weg zur 
quantitativen Bestimmung dieses Zuckers in Gebrauch. Ich 
habe die maltasefreien Hefen Torula pulcherrima und Saccha- 
romyces Marxianus benutzt.!) 

Torula pulch. vergirt, da ihr auch die Invertase feblt, 
nur Dextrose und Liivulose. Sie schien nach den bisher vor- 
liegenden Untersuchungen (vgl. 16) auch in Gemischen mit Sac- 
charose ein sehr rasches und vollkommenes Vergiiren zu ver- 
sprechen. ‘Tatsiichlich habe ich auch in reinen Zuckergemischen 
mit dieser Hefe sehr gute Resultate erzielt: die Vergirung 
war bei einer Temperatur von 32°C. nach 5—6 Tagen, wie 
die Untersuchung des Giirriickstandes zeigte, stets vollstiindig. 
Beispiel: 

10 cem einer Maltoselésung ergaben 72,0 mg Cu ent- 
sprechend 61,8 mg Maltose. 

Zweimal 25 ccm dieser L6sung wurden dann mit je 
25 cem einer circa 1,6°/oigen Auflésung eines Gemisches von 
Saccharose -!- Dextrose +- Lavulose in Raulinscher Lésung in 
kleinen Erlenmeyer-K6lbchen gemischt. Die Kélbchen waren 
mit Wattepfropfen verschlossen, durch die je ein diinnes Glas- 
rohr in die Fliissigkeit hinabreichte. Das Lumen des Réhrchens 
war mit einem Wattepfrofen verstopft. Die Sterilisation er- 
folgte an 2 aufeinander folgenden Tagen (jedesmal 20—30 
Minuten langes Erhitzen im Sterilisator). In die Kélbchen 


') Die Hefen wurden vom Institut fiir Giarungsgewerbe, Berlin, 
bezogen. 











14 W. Gast, 





wurden je 1—-2 Osen Hefe aus einer Reinkultur von Torula 
pulch. auf Bierwiirze-Invertzucker-Agar eingetragen. Sie. wurden 
dann im Thermostaten von 32° sich selbst tiberlassen. Nach 
langstens 24 Stunden waren starke Vermehrung der Hefe und 
Girungserscheinungen (Blasen, Alkoholgeruch) zu beobachten. 
Taglich wurde durch Einblasen von Luft in die Réhrchen 
Kohlensiiure und Alkohol wenigstens teilweise entfernt. Am 
6. Tage wurde der Riickstand untersucht. 

Je 10 cem der auf 50ccm_ gebrachten, mit etwas 
Aluminiumhydroxyd geschiittelten und dann filtrierten L6sungen 
ergaben : 

a) 36,8 mg Cu entsprechend 31,1 mg Maltose. 

Auf 10cem der urspriinglichen Losung berechnet sich also 
2 * 31,1 mg = 62,2 mg Maltose = 100,6°/o. 

b) 36,2 mg Cu entsprechend 30,7 mg Maltose. 

Auf 10 cem der urspriinglichen L6sung berechnen sich 
2 > 30,7 mg = 61,4 mg Maltose = 99,4/o. 

Wesentlich anders lag die Sache bei Pflanzenausziigen; 
es versagte niimlich Tor. pulch. in gut vorbehandelten neu- 
tralen Extrakten manchmal giinzlich, manchmal trat erst nach 
einigen ‘Tagen oder nach zweitmaliger Impfung Vermehrung 
der Hefe und Giérung ein; auch im Falle sofortiger Giirung, 
wie z. B. in den Extrakten von Vitis vinifera, blieb doch Tor. 
pulech. selbst nach 17—20 Tagen noch mehr oder weniger 
hinter Saccharomyces Marx. zuriick. Bei der Vergarung der 
Zucker in den Ausziigen wurden je 5 ccm Hefenwasser zu je 
50 ccm zugesetzt. Versuche mit reiner Zuckerlésung zeigten, 
daB dieser Zusatz zur Herbeifiihrung einer kraftigen Garung 
genugt. 

Kemerkenswert ist, daB das Verhalten von Tor. pulch. in 
den Ausziigen der Blatter von verschiedenen Pflanzen ganz 
verschieden war. Augenscheinlich ist eine gewisse Anpassung 
der sehr empfindlichen Hefe an das jeweilige Substrat erfor- 
derlich, was auch daraus hervorgeht, daf z.B. ein mit Tor. pulch. 
geimpftes Extrakt erst nach mehreren Tagen Vermehrung der 
Hefe und Girungserscheinungen zeigte, die einmal in Ver- 
mehrung begriffene Hefe aber sofort starke Girung hervorrief, 
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als sie in ein anderes, mit demselben Extrakt beschicktes 
Kélbchen iibergeimpft wurde; doch war auch dann die Ver- 
garung nicht volistandig, wie die Untersuchung des Riickstandes 
zeigte. 

Saccharomyces Marx. vergirt aufer Dextrose und Livu- 
lose auch Saccharose. Es wurden zuniichst Versuche mit 
Zuckerlésungen angestellt. Als Beispiel sei cine Trennung von 
Dextrose und Maltose angefiihrt. 

10 ccm einer Maltoselésung gaben 61,0 mg Cu entspre- 
chend 52,2 mg Maltose. 

In je 50 ccm derselben L6sung wurden 0,750 g Dextrose 
aufgelést und 5 ccm Hefenwasser zugesetzt. Die Sterilisation 
erfolgte je eine Stunde lang an 2 aufeinander folgenden Tagen ; 
die Hefe wurde aus einer frischen Reinkultur auf invertzucker- 
haltigem Bierwiirze-Agar iibertragen; die Kélbchen wurden fiir 
8 Tage in den Thermostaten von 32° gebracht. Am 9. Tage 
wurde das Volumen des Garriickstandes gemessen, die LOsung 
mit etwas Aluminiumhydroxyd geschiittelt und filtriert. 

a) 53 ccm; davon ergaben 10,6 ccm (entsprechend 10 ccm 
der urspriinglichen LOsung): 

63,1 mg Cu entsprechend 54,0 mg Maltose = 103,5°/o. 

b) 53 cem; davon gaben 10,6 ccm (entsprechend 10 cem 
der urspriinglichen LOsung): 

63,7 mg Cu entsprechend 54,5 mg Maltose = 104,4°/o. 

Wie man sieht, ist nach dieser Zeit die Vergirung bis 
auf wenige Milligramme vollstindig. In Pflanzenausztigen ist 
allerdings auch fiir Saccharomyces Marx. eine lingere Zeit 
zur vollistandigen Aufarbeitung der Zucker erforderlich. Nach 
meinen Erfahrungen ist in solchen Extrakten die Girung erst 
nach 17—19 Tagen mit Sicherheit beendet. Im allgemeinen 
laBt sich sagen, daf die Hefe in mit Bleiessig gereinigten 
Ausziigen sich rascher vermehrt als in Ausziigen, die mit Blei- 
zucker gereinigt sind; wenigstens trifft dies fiir die Dikotylen 
zu. Bei der Analyse der Blattpulver wurden jedesmal 

50 ccm des Extraktes mit Torula pulch., 

50 ccm» , » Sacch. Marx. und 

50 ccm >» , » Tor. pulch. + Sacch. Marx. 
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geimpft. Als Nahrfliissigkeit wurden stets 5 ccm steriles Hefen- 
wasser zu je 50 ccm des Auszuges gegeben. 

Die mit Tor. pulch. allein beschickten Gérfliissigkeiten 
waren in der Regel unbrauchbar, wahrend die mit Sacch. Marx. 
geimpften Resultate lieferten, die selten um mehr als 2 mg 
Maltose schwankten. Fiir die Vergleichung der Zuckerverhalt- 
nisse im Blatt zu verschiedenen Zeiten ist dies hinreichend 
genau und beweist gleichzeitig, dafi eine merkliche Assimi- 
Jation nicht vergarbarer Zuckerarten oder eine namhafte Be- 
einflussung des Resultates durch Zersetzungsprodukte der Hefe 
in dieser Zeit nicht stattfindet, die Fliissigkeiten also ruhig 
19 Tage im Thermostaten bleiben k6nnen. 


5. Die Bestimmung der Stiarke. 


Die gebriiuchlichsten Verfahren zur Ermittlung der Stirke 
in pllanzlichen Substanzen sind das Hochdruckverfahren von 
Reinke (vgl. 17, S$. 439) und das Diastase-Salzsiureverfahren 
von Mircker (vgl.17, 5.438). Die direkte Hydrolyse der Stirke 
durch Mineralsiiuren ist selbstverstindlich nicht angingig, weil 
dabei eine weitgehende Verzuckerung anderer Korper, vor allem 
der Hemicellulosen notwendig stattfinden mul. Aber auch das 
Hochdruckverfahren birgt die Gefahr einer erheblichen Hydro- 
lyse von Pentosanen und Hexosanen infolge des starken 
Druckes in sich. Bei Zusatz von organischer Siéiure wird diese 
Gefahr noch bedeutend erhéht. Es kann aber auch anderseits 
eine teilweise Karamelisierung oder auch Reversion des 
gebildeten Zuckers eintreten (vgl. Kénig, Bd. 3, 1. Teil, S. 439). 
Die Miirckersche Methode bedient sich zur AufschlieBung der 
Stiirke der Malzdiastase. Dieses Verfahren ist insofern etwas 
umstiindlich, als bei richtiger Ausfiihrung auch noch eine 
Zuckerbestimmung des Malzauszuges selbst vorgenommen und 
die mit dem Malz zugesetzte Zuckermenge von dem Starke- 
zucker abgerechnet werden muf. Auch manche_ kdaufliche 
Diastasepriparate enthalten, wie ich mich tberzeugt habe, 
reduzierende Kérper, deren Menge festzustellen und in Abzug 
zu bringen ist. AuSerdem sind im Malz stets Cytasen ent- 
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halten (v. Lippmann, Bd. 1, 5.214), soda auch Hemicellulosen 
moglicherweise in Lésung gehen und, durch die Salzséure 
spater verzuckert, einen nicht unerheblichen Fehler verur- 
sachen. Der durch die Hydrolyse von Pentosanen bedingte 
Gehalt an Pentosen kann allerdings sowohl in der Analysen- 
fliissigkeit als auch im Malzauszug durch die Furfurolbestim- 
mung ermittelt werden: dasselbe gilt auch fiir das Hoch- 
druckverfahren. Derartige Korrekturen komplizieren aber die 
Stirkebestimmung auferordentlich. | 

Es schien daher die AufschlieBung der Stiirke durch das 
Ptyalin des Speichels ein sehr viel einfacheres und dank- 
bareres Verfahren bei der Analyse von Pflanzenmaterial. Der 
menschliche Speichel enthilt bekanntlich aufer einer geringen 
Menge anorganischer Salze und dem Mucin noch Maltase und 
Ptyalin.!) Die auferordentliche Wirksamkeit dieses Fermentes 
ist erst neuerdings wieder durch die Untersuchungen von 
Biedermann (3) dargetan worden. 

Da Angaben iiber die Verwendbarkeit des Ptyalins in 
der Laboratoriumspraxis meines Wissens nicht vorliegen, 
mufiten erst Versuche in dieser Richtung angestellt werden. 

Ein roher Versuch mit durch Alkohol entzuckertem und 
entfiirbtem Blattpulver von Tropaeolum majus, das mit einigen 
Tropfen einer Jodjodkalilésung zunichst schwarzblaue Fiirbung 
gab, zeigte das leichte Eindringen des Ptyalins in die Pflanzen- 
zelle und seine kraftige Einwirkung dortselbst: eine kleine 
Menge des feingepulverten Materials war mit wenig Wasser 
auf kochendem Wasserbade !/2 Stunde zur Verkleisterung der 
Stirke erhitzt worden. Nach dem Abkiihlen wurde sie mit 
ca. 5 ccm Speichel versetzt, gut durchmischt und in den 
Thermostaten von 40° C. gebracht. Nach 3 Stunden wurde 
eine Probe entnommen und mit Jodjodkalilésung gepruft; die 
blauschwarze Firbung war bereits einer griinlichbraunen ge- 
wichen. Nach weiteren 3 Stunden war weder mikroskopisch 
noch makroskopisch mehr Starke nachzuweisen: einige Tropfen 
Jodjodkali erzeugten nur noch Gelbfarbung. 

Weitere Versuche zeigten, dafi die Fermentation der 


') Eiwei8 kommt in Spuren vor. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. IC. 


te 











18 W. Gast. 


Starke in gegebener Zeit um so vollkommener ist, je kleiner 
die Menge des Blattpulvers ist, bei gegebener Blattpulvermenge 
aber der Grad der Einwirkung von der Einwirkungsdauer ab- 
hangt. Eine wesentliche Rolle spielt natiirlich die Feinheit 
des verwendeten Pulvers. Die bei allen diesen Versuchen 
verwandten Speichelmengen betrugen stets mehr als 5, nie 
iiber 8 ccm. Bedeutende Schwankungen der diastatischen 
Kinwirkung, welche auf die zugefiigten, innerhalb der ange- 
gebenen Grenzen variierenden Speichelmengen hatten zurtick- 
gefihrt werden kénnen, sind nicht beobachtet worden; auch 
ist ja die Menge des Speichels kein unbedingtes MaB fiir die 
darin enthaltene Enzymmenge. 

Nachdem so die Verwendbarkeit des Ptyalins zur Auf- 
schlieBung der Starke im Blattmaterial erwiesen war, habe 
ich mit reiner Kahlbaumscher Stiirke Versuche angestellt, 
die eine Kombination der Ptyalineinwirkung und der Hydrolyse 
durch Salzsiure, wie sie die Marckersche Methode angibt, 
darstellen. Ks wurden z. B. 2g Starke (Wassergehalt 14,4°/o, 
Aschengehalt 0,3°/o) mit ca. 100 cem heifem destillierten 
Wasser tibergossen und '/2 Stunde auf kochendem Wasserbad 
verkleistert. Hierauf wurde auf 40° abgekuhlt, 5 ccm Speichel 
zugefiigt und gut mit dem Kleister vermischt, wobei dessen 
Zihfliissigkeit sofort verschwand, dann die Fliissigkeit in den 
Thermostaten von 40° gebracht. Nach 3 Stunden wurde 
sie aufgekocht, nach dem Abkihlen nochmals mit 5 ccm 
Speichel in den Thermostaten gebracht; 1 Stunde spiter 
wurde wieder aufgekocht, nach dem Auskiihlen auf 250 ccm 
aufgefiillt und filtriert; 200 ccm des Filtrates wurden mit 
15 eem Salzsiure vom spezifischen Gewichte 1,13 21/2 Stunden 
lang im Kochkolben mit aufgesetztem Kihlrohr im kochenden 
Wasserbade invertiert. Die abgekiihlte Fliissigkeit wurde mit 
Kalilauge neutralisiert, auf 300ccm aufgefiillt und die Reduktion 
ermittelt. 

15 ccm ergaben 144,3 mg Cu entsprechend 73,6 mg Dex- 
trose entsprechend 66,2 mg Starke. Die in 15 ccm zu erwartende 
Starkemenge betragt 68,2 mg. Es sind mithin 97,1°/o der 
angewendeten Menge gefunden worden. 
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Auch in zahlreichen andern Versuchen konnten niemals 
mehr als 97,5°/o gefunden werden, was seinen Grund in der 
Zerstorung kleiner Dextrosemengen infolge des langen Kochens 
mit Saure haben diirfte. Auch bei der Anwendung von Malz- 
extrakt nach den Versuchsbedingungen von Mircker wurden 
nur 96,8°/o der angewandten Stirke gefunden. Doch geniigt 
diese Genauigkeit zum Vergleich der Starkemengen im Blatt 
vollstandig. Bei der vorstehenden Analyse ist allerdings der 
EinfluB nicht beriicksichtigt, den die am Mucin gebundene 
Kohlenhydratgruppe, der sogenannte «<tierische Gummi», 
moglicherweise nach der Inversion mit Séure auf die 
Fehlingsche Losung hat. Bei der Analyse der Blattpulver 
aber kommt dies in Fortfall, weil hier zwischen dem Fer- 
mentalionsprozeB und der Saurehydrolyse eine Reinigung 
des Saftes mit Bleiessig erfolgte und dadurch ohnehin alle 
Glukoproteide, Gerbstoffe usw. entfernt wurden. Das_ tiber- 
schiissige Blei wurde in diesen Fallen mit Schwefelwasserstoff 
niedergeschlagen. Ein Uberschuf an Bleiessig bei der Reini- 
gung wurde nach Moglichkeit vermieden, so dai der Blei- 
sulfidniederschlag nur gering war und eine «Mitfillung> von 
allenfalls noch vorhandenem Dextrin bei der Behandlung mit 
Schwefelwasserstoff, wie Davis und Daish vermuten (9), 
kaum in Frage kam. 

Die Einwirkungsdauer des Ptyalins bei den Analysen des 
Blattmaterials war je nach der Pulvermenge verschieden; sie 
betrug im Durchschnitt 24—48 Stunden. Es wurden den 
Flissigkeiten daher ca. 10 ccm 1°/cige alkoholische Thymol- 
losung als Antiseptikum zugesetzt und gut durchgeschiittelt. 
Zum Verkleistern wurden meist 80—100 ccm Wasser ge- 
braucht; die angewandte Speichelmenge betrug selten mehr als 
6cem. Die Einwirkung des Ptyalins wurde durch Entnahme 
und Priifung kleiner Pulvermengen verfolgt. Ein bestimmtes 
Schema laBt sich bei der AufschlieBung der Stirke im Blatt- 
pulver nicht einhalten, da es hier nicht nur auf Menge und 
Feinheit des Pulvers, sondern auch auf den Stirkegehalt der 
Blatter (Tag und Nacht!) und nicht zum wenigsten auf indi- 
viduelle Unterschiede bei verschiedenen Pflanzen ankommt; 


J¢ 











20 W. Gast, 


namentlich machen die Monokotylen in dieser Hinsicht einige 
Schwierigkeit. Darauf komme ich bei den betreffenden Ana- 
lysen noch zuriick. 

Die weitere Behandlung war in allen Fiillen die gleiche: 
die aus dem Thermostaten genommene Fliissigkeit wurde auf 
der Nutsche durch ein Doppelfilter vom Pulverrtickstand mit 
der Pumpe abfiltriert und der Riickstand mehrmals mit warmem 
Wasser in der Weise nachgewaschen, daB die Pumpe beim 
AufgieBen des Wassers zunichst abgestellt und dieses einige 
Zeit mit dem Pulver in Beritihrung gelassen wurde: hierauf 
wurde scharf abgesaugt. Der gelbbraune Saft wurde mit Blei- 
essig gereinigt, wobei ein gréBerer Uberschu8 an letzterem 
durch Priifen kleiner Proben auf dem Uhrglas zu vermeiden 
gesucht wurde. Darauf wurde mit der Nutsche vom Nieder- 
schlag abfiltriert und wie oben nachgewaschen; es wurde dann 
Schwefelwasserstoff eingeleitet, bis das tiberschiissige Blei 
niedergeschlagen war, abfiltriert und nachgewaschen. Aus. der 
wasserhellen Fliissigkeit lieB sich der Schwefelwasserstoff 
mittels Durchsaugen von Luft leicht entfernen. Dann wurde 
die Fliissigkeit auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt (meist 
250 cem), 200 ccm davon mit 15 ccm Salzsiiure (spez. Gew. 
1,13) in kochendem Wasserbade 2'/2 Stunden lang erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurde die Lésung mit fester Soda neu- 
tralisiert, ihr Volumen gemessen und 40 ccm (entsprechend 
10 ccm Dextroselisung -+- 30 ccm Wasser) zur Bestimmung 
des Reduktionsvermoégens verwandt. 


6. Die Vorbehandlung des Blattpulvers. 


Die Blatter wurden nach dem Sammeln moglichst rasch 
getrocknet. Fiir die Bestimmung des Zucker- und Staérkegehaltes 
war es nun wichtig, jede Inversion durch Fermente oder Séuren 
wiihrend des Trockenprozesses nach Modglichkeit zu verhiiten. 
Daher wurde das Blattmaterial gleich nach dem Pfliicken por- 
tionsweise fiir 7—10 Minuten in den kochenden Dampftopf 
gebracht, um die Enzyme durch die hohe Temperatur unwirk- 
sam zu machen. Die aus dem Dampftopf genommenen Blatter 
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wurden sofort getrocknet und zwar geschah dies auf folgende 
Weise: um einen gut heizenden eisernen Ofen war ein Holz- 
gestell angebracht, das mit Drahten rings bespannt war. An 
diesen wurden die einzelnen Blitter mittels kleiner Haken auf- 
gehingt. Die Temperatur betrug an den Driihten in mittlerer 
Hohe bei stirkster Heizung 70—80°; auch wurde die Ver- 
dunstung durch starke Zugluft gefordert. Das Trocknen verlief 
deshalb so schnell, daf eine merkliche hydrolytische Einwir- 
kung von Pflanzenséiuren auf die Di- und Polysaecharide wohl 
nicht angenommen werden kann. Sowohl das Sammeln als 
auch das Trocknen des oft sehr zahlreichen Materials (z. B. 800 
bis 1000 Blatter bei Tropaeolum majus) wurde zum Zwecke 
moglichster Beschleunigung von mehreren Personen vorge- 
nommen. Die getrockneten Blatter wurden wiederholt in der 
Drogenmihle gemahlen und durch Drogensiebe gesiebt, bis 
das Pulver die nétige Feinheit besaf. Bei den Monokotylen 
ist dies wegen der parallelen Anordnung ihrer Blattnerven 
diuBerst schwierig und es konnte nur ein mittelfeines Pulver 
erhalten werden. 


7. Gang der Analyse. 


Zu einer Analyse wurden durchschnittlich 50—60 g Blatt- 
pulver verwendet; gleichzeitig wurde der Wassergehalt des 
lufttrockenen Materials bestimmt. Zu diesem Zwecke wurde 
sofort nach dem Abwégen der zu analysierenden Mengen noch 
eine kleine Pulvermenge im Wigeglas abgewogen und im 
Trockenschrank tiber P,O; bei 80—90° ca. 8 Stunden ge- 
trocknet. Das Gliischen wurde dann unter die Luftpumpe 
gebracht und im Vakuum in Gegenwart von P,O, erkalten 
gelassen. Der Prozefi wurde bis zur Gewichtskonstanz des 
Pulvers wiederholt. 

Die abgewogenen, gleichgrofen, fiir Analyse und Kon- 
trollanalyse bestimmten Pulvermengen wurden zur Entfernung 
von Fett und Chlorophyll in 2 Soxhletschen Extraktoren?’) 


') Bezogen von Warmbrunn, Quilitz u. Comp., Berlin; Preis- 
liste 210, tiber chem. Geriite, Modell 1052. 
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mit Siebeinsatz 6—8 Tage lang mit Ather extrahiert. Das 
Chlorophyll lie® sich nicht bei allen Pflanzen gleich gut durch 
Ather entfernen; meist war die Extraktion unvollstindig, so 
dafi der Rest des Blattgriins erst bei der folgenden Extraktion 
mit Alkohol aus dem Pulver entfernt wurde. Dieses wurde 
zur Verdunstung des Athers zunichst in flachen Schalen aus- 
gebreitet, dann vorsichtig in Kolben iibergefiihrt; es wurde mit 
80°/oigem Alkohol (50 cem auf je 10g Pulver) tbergossen 
und 5—6 Tage mit diesem in Beriihrung gelassen. Dann 
wurde der Alkohol vorsichtig abgegossen und aufbewahrt; der 
Riickstand wurde mit der gleichen Menge Alkohol unter 
Zusatz von einigen Tropfen Ammoniak nochmals 24 Stunden 
lang bei 40° ausgezogen. Hierauf wurde der Saft auf der 
Nutsche abfiltriert und der Riickstand mit heifem 80 °/oigen 
Alkohol nachgewaschen. Wahrend das entzuckerte und ent- 
firbte Pulver getrocknet und fiir die spatere Staérkebestimmung 
aufgehoben wurde, ist das gesamte alkoholische Extrakt aus 
je einer Pulvermenge sofort weiter verarbeitet worden. Durch 
Destillation unter vermindertem Druck wurde der Alkohol aus 
dem Extrakt entfernt: der dunkelgefiirbte wiisserige, sehr kon- 
zentrierte Riickstand, der auch ausgeschiedenes Chlorophyll 
enthielt, wurde hierauf mit Wasser versetzt und gereinigt: bei 
den Monokotylen konnte dies mit Bleizucker geschehen, bei 
den Dikotylen aber war zur Erreichung einer hellen Fliissig- 
keit Bleiessig erforderlich. Bei einigen mit je einem der beiden 
Reagenzien behandelten Parallelversuchen habe ich bei den 
mit Bleiessig gereinigten Extrakten einen kleinen Verlust an 
Monosacchariden beobachtet. Da bei gleichmaBiger Behandlung 
die Resultate aus Parallelversuchen sonst sehr gut tberein- 
stimmten, kénnen diese, wenn auch kleinen Unterschiede, kaum 
anders als durch Bleiessigfallung verursacht erklaért werden. 
Von der Bleiessigreinigung konnte aber in den meisten Fallen 
nicht abgesehen werden, da zur Polarisation eine sehr helle 
Fliissigkeit ndtig war und auch die Hefe in solchen Extrakten 
besser zu gedeihen schien. Die Bleisalzlésungen wurden zu- 
gefiigt, bis kein Niederschlag mehr entstand, was durch 
Proben auf dem Uhrglas festgestellt wurde; auf diese Weise 
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lieS sich ein gréBerer Uberschu8 an Blei vermeiden. Die Ex- 
traktfliissigkeit wurde auf der Nutsche durch ein Doppelfilter, 
eventuell unter Zusatz von etwas Kieselgur, vom Niederschlage 
abfiltriert und dieser ausgewaschen. Das Filtrat wurde mit 
Schwefelwasserstoff entbleit, dann wurde wieder filtriert und der 
Riickstand nachgewaschen. Der Schwefelwasserstoff wurde 
durch langeres Durchsaugen (1—1!/2 Stunden) eines starken 
Luftstroms durch die Fliissigkeit entfernt. Hierauf wurde die 
Lésung auf ein bestimmtes Volumen, meist 300 ccm, aufgefiillt 
und nochmals durch ein gewodhnliches Filter zur Reinigung 
der Fliissigkeit von allenfalls noch vorhandenen Bleisulfid- 
teilchen filtriert. Dann wurde sie mit fester, reiner Soda neu- 
tralisiert.!) Es wurden 

zweimal 50 ccm zur Inversion der Saccharose benutzt, 

dreimal 50 ccm dienten zur Maltosebestimmung, 
der Rest wurde direkt auf sein Drehungs- und Reduktions- 
vermogen untersucht. 

Ferner wurde stets eine Probe des Auszuges auf Pentosen 
geprift. Ks wurde in allen Fallen nur eine sehr schwache Rétung 
von Anilinacetatpapier bei der Salzsiiuredestillation beobachtet, 
die auf geringe Furfurolmengen, wie sie auch aus dem Rohr- 
zucker und den Hexosen entstehen kénnen, deutet und fiir 
die Abwesenheit von Pentosen spricht. Ich habe daher von 
der quantitativen Bestimmung dieser Zucker, die aufer- 
dem nicht eindeutig ist (v. Lippmann, Bd. 1, S. 103), ab- 
gesehen. 

Die weitere Behandlung des Auszuges bei der Rohrzucker- 
inversion und bei der Maltosebestimmung ist bereits im Vor- 
ausgehenden (S. 11 u. 15) besprochen worden. 

Die Regulierung der Konzentration fiir jede Untersuchung, 
sowie die Berechnung der Zuckermengen laft sich am ein- 
fachsten an einem praktischen Beispiel zeigen. Ich wihle hierzu 
die Analyse der in der Nacht von Musa Ensete geschnittenen 


’) Die Lésung enthalt dann meist etwas CU, gelist, das beim Er- 
hitzen abgegeben wird. soda8 die Fliissigkeit dann oft schwach alkalisch 
reagiert. Daher mufte bei der Maltosebestimmung nach der ersten Sterili- 
sation stets nochmals die Reaktion gepriift werden. 
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Blatter, weil sie einen Fall darstellt, in dem sich die Mei- 
Belsche Invertzucker- und die Weinsche Maltosetabelle als 
unzureichend erwiesen haben. 

Der mit Bleizucker gereinigte Auszug war klar und von 
schwach gelblicher Farbung; sein Volumen betrug 300 ccm. 

Die Drehung im 200 mm-Rohr war 1,14°. 

10 cem der Fliissigkeit direkt ergaben 182,3 mg Cu. 

Dieser Kupferwert gestattet, zuniichst Abwesenheit der 
Maltose vorausgesetzt, eine rohe Schatzung der Monosaccharide, 
da sich Monosaccharid- und Kupfermenge ungefahr wie 1 : 2 
verhalten. Es konnten also in 10 ccm Lésung 90—100 mg 
Monosaccharide enthalten sein. Da jedoch auch die Anwesen- 
heit einer geringen Maltosemenge in Betracht gezogen werden 
mufte,') bei Maltose sich aber Zucker- und Kupfermengen 
etwa wie 5:6 verhalten, so mufte mit einem gesamten redu- 
zierenden Zucker von mehr als 100 mg in 10 ccm gerechnet 
werden. Die Lésung konnte also mehr als 1°/o reduzierenden 
Zucker enthalten und mufite daher verdiinnt werden. 

Ks wurden 8 ccm des Extraktes mit 2 ccm Wasser ver- 
diinnt und das Reduktionsvermégen bestimmt : 

8 cem der Lisung direkt ergaben 150,7 mg Cu (A). Nach 
der Inversion des Rohrzuckers wurden 5 cem der Losung, mit 
i) ccm Wasser verdiinnt, auf das Reduktionsvermégen gepriift: 

5 cem der Lésung invertiert gaben 176,0 mg Cu, 
aber 5 cem der Lésung direkt gaben 101,3 mg Cu, 
mithin sind 74,7 mg Cu 

fiir den Invertzucker zu berechnen. 

Die Tabelle fiir Invertzucker beginnt jedoch erst mit 
einem Kupferwert von 90 mg, entsprechend 46,9 mg Invert- 
zucker. Dieser Wert war aber nicht zu erreichen, ohne dab 
die Lésung mehr als 1°/o Zucker enthielt. Es blieb also nur 
iibrig, den Zuckerwert nach der Proportion 90: 46,9 = 74,7: x 
zu berechnen. Da die Differenz der Kupfermengen nur etwa 


‘!) Uber die ungefiihre Maltosemenge orientiert ein schon vorher 
angestellter roher Versuch mit einer kleineren Blattpulvermenge (Ver- 
garen der iibrigen Zuckerarten mit Sacch. Marx.). 
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15 mg betragt, kann dies wohl ohne Bedenken geschehen. Es 
betragt dann der so gefundene Invertzucker 38,9 mg; durch 
Multiplikation mit 0,95 berechnet sich daraus der Rohrzucker 
zu 37,0 mg. 

Demnach: Saccharose in 100 cem der . urspriinglichen 
Lésung = 740 mg. 

Nach vollendeter Girung gaben 25 ccm des (Giirriick- 
standes 20,3 mg Cu (B),?) 

Auch hier wurde der Tabellenwert nicht erreicht und 
die Berechnung der Maltose muBte in derselben Weise wie 
beim Invertzucker vorgenommen werden; es wurden 17,1 mg 
Maltose gefunden. 

Demnach: Maltose in 100 ccm der urspriinglichen L6- 
sung — 68,4 mg. 

Um nun die Kupfermenge zu finden, welche der Summe 
von Dextrose und Livulose entspricht, mufte zunichst die bei 
(B) gefundene Menge Kupfer auf die in 8 ccm enthaltene Menge 
umgerechnet und von dem Kupferwert bei (A) in Abzug ge- 
bracht werden. Diese Umrechnung kann vorgenommen werden, 
weil fiir Maltose, im Gegensatz zu den andern Zuckerarten, 
die abgeschiedene Kupfermenge der Zuckermenge annahernd 
proportional (weil unabhaingig von dem tiberschiissigen Kupfer 
der Fehlingschen Lésung) ist. Es ist dann (150,7—6,5) mg 
= 144,2 mg der den Monosen entsprechende Reduktionswert. 
Auf Dextrose berechnet ergebén sich 73,5 mg Zucker. 

Demnach: Monosen in 100 ccm der urspriinglichen L6- 
sung = 918,8 mg (C). 

Bei gegebener Konzentration berechnet sich der Drehungs- 
winkel einer ZuckerlOdsung im 200 mm-Rohr nach der Formel 


20 
la}y *P he = + x, wobei [a] das spezifische Drehungsver- 


mogen der Substanz bei 20°C. und mit Natriumlicht beob- 
achtet; p die in 100 ccm Lésung anwesende Zuckermenge (aus- 


gedriickt in g) bedeutet. Fiir Saccharose wurde [a] “ =: 66,8°, 





!) Mittelwert aus 2 Giirversuchen, die 20,8 mg und 19,7 mg Mal- 
tose ergaben. 
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fiir Maltose [a] |) = 137,0° gesetzt (v. Lippmann, Bd. 2, S. 1171 
und 1471). Mithin betragt 
der Drehungswinkel fiir Saccharose 0,99° 
» Maltose 0,19° 
—-1,18°. 

Der fiir den Gesamtzucker beobachtete Drehungswinkel 
war 1,14°, also betragt die der Summe von Dextrose und Lavu- 
lose zukommende Drehung (1,14—1,18)° = —0,04°. Aus diesem 
und dem bei (C) gefundenen Werte laBt sich nun die Dextrose 
rechnerisch isolieren nach der Formel —_— —_ = 
= Dextrose in 100 ccm Lésung, ausgedriickt in Gramm. (Ab- 
leitung der Formel vgl. Abderhalden, Bd.2, S. 146); b ist 
die der Summe beider Zuckerarten entsprechende Drehung, 
a der auf Dextrose berechnete Reduktionswert beider Zucker 
ausgedriickt in Gramm. 

Wir erhalten auf die Weise 
Dextrose in 100 ccm der urspriinglichen Lésung = 0,5733 g, 

die Livulose in 100 ccm der urspriinglichen Lésung 

=. (0,9188-—0,5733) g = 0,3455 g. 

Die so gefundenen Werte fiir die 4 Zuckerarten, be- 
rechnet fiir 300 cem Lésung, stellen die in der analysierten 
Substanz enthaltenen Zuckermengen dar; zur Analyse waren 
50 g lufttrockenes Pulver verwandt worden; sein Wassergehalt 
betrug 11,72°/o. Man erhiilt also die in 100 g Trockensubstanz 
enthaltenen Zuckermengen z. B. fiir Saccharose nach folgender 
Berechnung: 

Saccharose in 100 g = 0,740-3-100 _ 
aa 5,03 g. 


Insgesamt berechnen sich fiir 100 g Trockensubstanz: 
Saccharose 5,03 g 





Maltose 0,46 g 
Dextrose 3,90 g 
Lavulose 2,35 g. 


Die Kontrollanalyse wurde in der genau gleichen Weise 
durchgefiihrt; es ergaben sich fiir 100 g Trockensubstanz: 
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Saccharose 4,99 g 


Maltose 0,50 g 
Dextrose 3,77 g 
Lavulose 2,51 g. 


Zur Bestimmung der Starke wurde jedesmal ein Teil des 
entzuckerten trockenen Pulverriickstandes abgewogen und in 
der bereits beschriebenen Weise behandelt. Bei den Starke- 
blittern betrug er ‘/s, bei den Zuckerblittern !/s der Pulver- 
masse; vor der eigentlichen Behandlung wurde er meist zur 
Entfernung wasserlislicher Substanzen 1—-2 Tage unter Thy- 
molzusatz mit kaltem destillierten Wasser ausgezogen. 


III. Ergebnisse der Analysen. 


1. Tropaeolum majus L. 


Tropaeolum majus wurde in der Versuchsabteilung des 
botanischen Gartens in freier sonniger Lage in mehreren Langs- 
reihen an Drahten gezogen. Die Blatter wurden in den Mittags- 
stunden des 24. und in den ersten Morgenstunden des 25. Juli 
(1916) gesammelt. Der Tag war sonnig und hei, zeitweise 
zeigten sich Gewitterwolken. Die Nacht war warm und brachte 
mehrfach Gewitterregen. Infolge der zahlreichen Niederschliage 
in den vorausgehenden Wochen waren die Bliitter ungewohnlich 
grof8 und schén entwickelt. Es wurde, soweit es mdglich war, 
beim Pfliicken darauf geachtet, daf nur intakte und dem Lichte 
gut exponierte blatter entnommen wurden. Zu einer Pulver- 
menge von 150g waren ca. 1000 Stiick ndtig. 

Das sorgfiltig von den Stielen befreite und im Dampf- 
topf abgetétete Material trocknete unter den geschilderten 
Bedingungen aulierordentlich schnell; es lieB sich bequem 
pulverisieren. Fir die Analyse bezw. Kontrollanalyse wurden 
jedesmal 60 g verwandt. Die Extraktion des Chlorophylls war 
nach 6 Tagen der Hauptsache nach beendet, die Farbe des 
Pulvers gelbgrau. Die Reinigung des Extraktes wurde mit Blei- 
essig vorgenommen; zwar zeigte die Fliissigkeit zunachst noch 
dunkelgelbe Farbe, nach der Behandlung mit Schwefelwasser- 
stoff jedoch war diese einer schwach gelblichen gewichen. Die 
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Vergirung verlief mit Sacch. Marx. glatt, mit Tor. pulch. aber 
erst nach zweitmaliger Impfung und nachdem die Hefe einige 
Tage mit dem Substrat in Beriihrung war. 

1/, des lufttrockenen Riickstandes diente zur Ermittlung 
des Stirkegehaltes. Die verkleisterte Masse blieb mit ca. 7 ccm 
Speichel 2!/2—3 Tage in Beriihrung. Nach dieser Zeit war 
nach der Behandlung von Proben mit Chloralhydrat und Jod- 
jodkalilisung keine Spur von Stiirke mehr mikroskopisch nach- 


weisbar. Die Resultate sind folgende: 





—— : 











24. Juli 25. Juli 
| 2hnachm. (Szt.)'!) | 3h vorm. (Szt.) 
) %%9 
Stirke. 2... ec ere 6,44 | 5,62 
Becenereee « «6 6 et ee 4.37 2,65 
ee ee | 1,07 0,69 
. 
ee ae a 0,48 0,26 
meted | L376 Vo ot 
I 65k ES | 3,28 J | 1,95 
Gesamtzucker. . .. . es 9,20 | 5,55 ; 
Gesamtkohlenhydratmenge . | 15,64 11,17 
Verhaltnis von: 
Monosacchariden : Disacchariden | 1: 1,44 | 1: 1,51 
Monosacchariden : Saccharose .— 1: 1,16 | 1: 1,20 
Dextrose : Liivulose...... 1 : 6,83 | 1: 7.50 


2. Cucurbita ficifolia Bche. 


Das zur Untersuchung benutzte Material wuchs auf ver- 
hiltnismibig grofer Flache auf Komposterde. Der direkten 
Sonnenbeleuchtung war diese Flache nur morgens und nach- 
mittags ausgesetzt, da auf der Siidseite ein Gebiéude in den 
Mittagsstunden Schatten warf; im tibrigen waren die Licht- 
verhaltnisse giinstig. Die Blatter, groBe, ausgewachsene Exem- 


') Szt. — Sommerzeit. 
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plare, wurden am 16. August (1915) geschnitten. Der Tag war 
sonnig, der Himmel nur zeitweise bew6lkt; die Maximal- 
temperatur betrug 18,5° C. Eine zweite Portion wurde in den 
ersten Morgenstunden des 24. August gesammelt, nach einem 
Tage, dessen Licht- und Temperaturverhiltnisse die gleichen 
waren wie am 16. August. Zu 120—-150 g Pulver waren 
ca. 60 Blatter notig. 

Das Trocknen und Pulverisieren ging in der bekannten 
Weise vor sich. Zu einer Analyse wurden fiir den « Tagversuch» 
je 50 g, fiir den «Nachtversuch» je 60 g verwandt. Die Ex- 
traktion des Chlorophylls war in der gleichen Zeit unvoll- 
kommener wie bei Tropaeolum majus, weshalb der alkoholische 
Auszug noch betriichtliche Mengen Blattgriin enthielt, die jedoch 
bei der spiteren Reinigung verschwanden. Die Reinigung der 
wiisserigen LOsung geschah mit Bleizucker; nach dem Ent- 
bleien war der Saft hellgelb. Er giirte mit Sacch. Marx. kriiftig, 
mit ‘Tor. pulch. nicht. 

Die Einwirkung des Ptyalins (7 ccm Speichel) war nach 
15—26 Stunden vollkommen. 

Die Analyse ergab folgende Daten: 

SS 











| 16. August | 24. August 
3h nachm. 4b yorm. 
| we | “9 
Stirke; ... 0 eee ee ae «6,06 | 1,50 
ee ; | 2,63 1,98 
0 Ne oe ae | 0,58 | 0,86 
Dextrose... ..-.-... 0,00 0,82 
~— | “loss | el oot 
Livulose..... »: ie Nae Jt 0,85, f _0,09 J 
Gesamtzucker.......-..-+/| 4,06 | 3,75 
Gesamtkohlenhydratmenge .! 10,12 5,25 
Verhaltnis von: 
Monosacchariden : Disacchariden 1 : 3,78 1: 3,12 
Monosacchariden : Saccharose . | 1 : 3,09 1: 2,18 


Dextrose: Liivulose ...... | _ 1:01 








30) W. Gast. 


3. Vitis vinifera L.’) 

Die Blatter stammten von einem an der Siidwand des 
groiien Gewiachshauses gezogenen Stocke, mit schénem, gut 
entwickeltem Laub. Ein Teil derselben wurde am 24., ein 
anderer am Morgen des 25. August (1916) geschnitten. Der 
Tag war mabig warm, der Morgen hell (weifie Wolken), gegen 
Mittag kam die Sonne; die Nacht war frisch. 400 Blatter 
gaben etwa 200 g Pulver. 

Die Behandlung der Blatter geschah in der iblichen 
Weise. Sie zeigten nach einigen Minuten Erhitzens im Dampf- 
topf, wahrscheinlich infolge ihres Sdéuregehaltes, Braunfarbung : 
das Trocknen verlief relativ rasch. Fiir jede Analyse wurden 
70 g Pulver verwandt. Die Extraktion des Chlorophylls war 
nach 6 Tagen der Hauptsache nach beendet. Zur Reinigung 
wurde Bleiessig benutzt; nach dem Entbleien war die LOsung 
schwach gelblich gefarbt. Sie garte mit Sacch. Marx. und mit 
Tor. pulch. . 

Vor der Bestimmung des Starkegehaltes wurden die 
Pulvermengen (je '/s des Riickstandes) einige Tage mit kaltem 
destillierten Wasser ausgezogen. Die Blitter von Vitis vinifera 
besitzen einen betrachtlichen Gehalt an Sauren, der sich noch 
nach dem Verkleistern geltend macht und die Wirksamkeit 
des Ptyalins vollstiindig lahmt, wie ich mich tiberzeugen konnte. 
Der Saft wurde daher vor dem Zusatz des Speichels mit fester 
reiner Soda neutralisiert und auch wahrend der Einwirkung 
des Ptyalins wiederholt auf seine Reaktion gepriift. Nach 
11/,—2 Tagen war keine Stirke mehr nachzuweisen. Das 
Ergebnis der Untersuchung ersiehe aus folgender Tabelle. 

Das Vorkommen von Rohrzucker, den ich in nicht un- 
betraichtlichen Mengen im Weinblatt fand, ist von Deleano 
(8) in Abrede gestellt worden. Der Verfasser hatte zwar bei 
einer friiheren Untersuchung (7) ein durch Séuren invertier- 
bares Kohlenhydrat gefunden und fiir Saccharose gehalten, 
neuerdings aber glaubt er bewiesen zu haben, daf dieses 
Kohlenhydrat kein Rohrzucker ist. Es ist daher ndotig, auf 
diese Frage hier etwas naher einzugehen. 


') Rasse: Gutedel. 
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24. August | 25. August 
- 2b nachm. (Szt.) | 6 vorm. (Szt.) 
%9 9g 
Srke. foc ee ee | 5,34 | ‘4,76 
Saccharose.......+.6e 3,12 | 2,28 
Re es «ee & oan | 0,53 | 0,62 
ee ee ee 1,01)... 0,74 | 
2,67 3,26 
Gian... 5 6 ee kw wm 1,66 f 2,52 f 
Gesamtzucker. . ..-...-. . | 6,32 6,16 
wee St . oe 
Gesamtkohlenhydratmenge . | 11,66 7,92 
Verhaltnis von: 
Monosacchariden : Disacchariden | 1: 1,37 1 : 0,89 
Monosacchariden : Saccharose . 1: 1,17 | 1: 0,70 
Dextrose : Lavulose . ..... 1: 1,64 | 1: 3,41 


Ich habe die Ausziige nicht mit Sdéure, sondern mit Hefen- 
invertase behandelt. Daraufhin trat eine starke Erhéhung des 
Reduktionsvermégens ein; so z. B. erhielt ich aus einem Ex- 
trakte fir 

8 ccm der LOsung direkt 82,0 mg Cu 

8ccm » » nach Inversion 185,6 mg Cu 

~ 103,6 mg Cu mehr. 

Da nun in der benutzten Hefe, Saccharomyces Marxianus, 
auBer Invertase kein anderes kohlenhydrathydrolysierendes 
Enzym gefunden worden ist (vgl. 11, S. 110; 12), so konnte es 
sich hier nur um Invertasewirkung handeln. Damit ist die 
Gegenwart eines Fruktosides, d.h. einer Zuckerart, welche die 
Lavulose in gleicher Bindung enthalt wie der Rohrzucker 
und deshalb durch Invertase angegriffen wird, bewiesen. Zu 
den Fruktosiden sind aufer Saccharose die Trisaccharide 
Raffinose und Gentianose und das Tetrasaccharid Stachyose 
zu rechnen. Von diesen Verbindungen wird durch Invertase 
Raffinose in Liivulose und das Disaccharid Melibiose, Gentianose 
in Lavulose und das Disaccharid Gentiobiose Stachyose in 
Lavulose und Mannatrisaccharid gespalten. Da nun der Ver- 
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girung der Zucker ebenfalls mit Sacch. Marx. vorgenommen 
wurde, so konnte nur Vergiérung der Liivulose, nicht aber der 
Melibiose, Gentiobiose oder des Mannatrisaccharids eintreten, 
weil zur Spaltung dieser Zucker die entsprechenden Enzyme 
fehlen. Es mii®te daher im Girriickstand die zweite Komponente 
des Fruktosides, das Di- oder Trisaccharid auBer Maltose zu 
finden sein. Nun ist das Reduktionsvermégen der Gentiobiose 
ungefahr gleich dem der Maltose, das der Melibiose ist etwas 
schwiicher, das des Mannatrisaccharids betrigt ca. 1/s von 
dem der Dextrose. 8 ccm des Girriickstandes (entsprechend 
8 ccm der urspriinglichen Lésung) lieferten eine Kupfermenge 
von 13,4 mg. Die in 8cem nach der Inversion des Fruk- 
tosides erhaltene, den beiden Komponenten entsprechende 
Kupfermenge betrug, wie aus obiger Berechnung ersichtlich, 
103,6mg. Mithin kiimen fiir die Laévulose allein (103,6—13,4) mg 
= 90,2 mg Cu in Betracht. Dieser Wert zeigt ohne weiteres, 
dah von der Anwesenheit eines andern Fruktosides als Rohr- 
zucker nicht die Rede sein kann; denn werden die Kupfer- 
werte 90,2 mg auf Liavulose und 13,4 mg (ohne Ricksicht 
auf etwa vorhandene Maltose) auf Melibiose, Gentiobiose oder 
Mannatrisaccharid roh berechnet, so ergibt sich, daf Lavu- 
lose bei weitem tiberwiegt, wiihrend sie sich im Fruktosid 
zur zweiten Komponente ungefihr wie 1:3 bezw. 1:4 ver- 
halt. Wire also einer dieser Zucker statt Rohrzucker an- 
wesend, so miifte der Girriickstand ein bedeutend hodheres 
Reauktionsvermégen zeigen. Auch die polarimetrischen Beob- 
achtungen hiitten auf die Anwesenheit anderer Zucker hindeuten 
mussen. 

Es wurde noch folgender Versuch angestellt: 130 g Blatt- 
pulver von Vitis vinifera wurden mit 700 ccm 80°/oigem Alkohol 
iibergossen. Das Extrakt, das nach einiger Zeit kraftig sauer 
reagierte, wurde mit Kalilauge neutralisiert und fiir 24 Stunden 
in den Thermostaten von 40° gebracht. Darnach wurde mit 
der Nutsche abfiltriert und der Pulverriickstand mit heifem 
80°/oigen Alkohol nachgewaschen. Der Alkohol wurde unter 
vermindertem Druck abdestilliert, der Riickstand mit destil- 
liertem Wasser versetzt und mit Bleiessig gereinigt. Nach dem 
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Abfiltrieren vom Niederschlage wurde nochmals mit Bleiessig 
versetzt und dann mit konzentriertem Ammoniak gefiallt. Der 
voluminése weifie Niederschlag wurde auf einem gewohnlichen 
Filter gesammelt, mil Wasser ausgewaschen, in Wasser ver- 
teilt und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Bleisulfid wurde 
abfiltriert, der iiberschtissige Schwefelwasserstoff mittels Durch- 
saugen von Luft durch das Filtrat entfernt. Die Lésung wurde, 
nachdem sie nochmals mit wenig Kalilauge neutralisiert war, 
in einer flachen Schale durch gelindes Erwarmen eingedampft. 
Es resultierte schlieBlich ein Krystallbrei, der aus Aggregaten 
und sehr kleinen Einzelkrystallen von verschiedenem Habitus 
bestand; er wurde krystallographisch nicht niiher untersucht. 
Hingegen wurde ein Teil desselben zwecks chemischer Unter- 
suchung in Wasser geldst. In dieser Lésung konnten an 
Kohlenhydraten vorhanden sein: Dextrose und Lévulose, da 
diese Zucker mit ammoniakalischem Bleiessig als Glukosat 
und Fruktosat gefallt werden; ferner Rohrzucker, der be- 
kanntlich als Bleisaccharat gefallt wird, eventuell statt seiner 
Raffinose und Stachyose, da diese Kohlenhydrate in 80°/oigem 
Alkohol bei 40° etwas léslich sind und ebenfalls Bleiverbin- 
-dungen liefern; aufierdem gr6Rere oder kleinere Mengen von 
[nosit, der im Weinlaub gefunden wird. Gentianose ist in 
starkem Alkohol unloslich und daher nicht zu erwarten. 

Die Lésung wurde zunachst auf ihr Reduktionsvermégen 
untersucht : 

10 ccm der Losung ergaben 105,7 mg Cu. 

Nach Zusatz von 1—2 Tropfen Ammoniak zur Besei- 
tigung etwaiger Multirotation wurde die Lésung polarimetrisch 
untersucht; sie gab eine Rechtsdrehung von -+ 0,34° !). 

Darauf wurden 50 cem der Lésung mit 4 ccm Salzséure 
(spez. Gew. 1,13) 30 Minuten bei 68—70° invertiert, dann 
mit fester Soda neutralisiert und das Volumen gemessen. 

10,8 ccm (entsprechend 10,0 ccm der _ urspriinglichen 
Lésung) gaben 179,1 mg Cu. 


1) Die Lésung konnte nicht konzentrierter hergestellt werden, da sie 
sonst fiir die genaue polarimetrische Beobachtung nicht hell genug gewesen 
wire. Diese wurde mit méglichster Sorgfalt wiederholt vorgenommen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. IC. 3 











34 W. Gast, 


Bei der Polarisation wurde eine Linksdrehung von 
-— 0,27° beobachtet. Es berechnet sich also die Drehungs- 
abnahme der Lésung nach der Inversion zu |-+- 0,34 — 
(— 0,27)|° = 0,61°. 

Berechnen wir nun die Differenz der beiden Reduktions- 
werte auf Invertzucker, so erhalten wir 38,2 mg Invertzucker 
entsprechend 36,3 mg Rohrzucker; also Rohrzucker in 100 ecm 
Losung = 0,363 g. 

Der dieser Zuckermenge zukommende Drehungswinkel 
betraigt om —— Sy 0,485°. 

Nach der Inversion betragt dann der Drehungswinkel 
— 92,5 - 0,191 - 2 


fiir Lavulose 100 - == — 0,353° 
55. _ 

» Dextrose ae = -++ 0,201° 

» Invertzucker 01522, 


Es laBt sich also aus den Reduktionswerten eine Drehungs- 
abnahme von [-+- 0,485 — (— 152)]®° = 0,637° berechnen. Die 
Differenz der beobachteten und der aus den erhaltenen Re- 
duktionswerten berechneten Drehungsabnahme betragt also 
(0,637—0,610)° = 0,027°. Somit diirfte die Anwesenheit von 
Rohrzucker festgestellt sein; ware statt seiner Raffinose oder 
Stachyose vorhanden, so k6nnten die obigen Werte nicht 
derart tibereinstimmen, da das Drehungsvermégen dieser Zucker 
sowohl vor wie nach der Inversion von dem des Rohrzuckers 
abweicht. 

Deleano (8, 5. 82f.) hat das Blattpulver mit absolutem 
Alkohol extrahiert; nach dem Entfernen des letzteren hat er 
aus der neutralisierten wisserigen Lésung nach dem Ein- 
dampfen selbst nach wochenlangem Stehen keine Krystalle 
erhalten. Der Sirup wurde hierauf mit Bleiessig gereinigt; 
nach dem Abfiltrieren vom Niederschlage wurde mit Bleiessig 
und konzentriertem Ammoniak gefallt, wobei der Rohrzucker 
als Bleisaccharat ausfallen sollte. Der entstandene Niederschlag 
wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt; vom Bleisulfid wurde 
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abfiltriert, der Schwefelwasserstoff entfernt und die Fliissigkeit 
zur Sirupkonsistenz eingedampft: es hatten sich nach zwei 
Wochen noch keine Krystalle abgeschieden. Den Sirup hat 
Deleano dann mit heifem absoluten Alkohol mehrmals aus- 
gezogen und den Alkohol verdunsten lassen. Auch aus diesem 
Sirup haben sich (nach zweimonatlichem Stehen) keine Krystalle 
gebildet. Ein zweiter Versuch mit einer neuen Blattpulver- 
menge ergab das gleiche Resultat. Daraus schlieBt der Ver- 
fasser auf Abwesenheit von Rohrzucker in den Weinblattern. 

Den Sirup hat Deleano nicht weiter auf Rohrzucker 
untersucht. Es ist tibrigens zweifelhaft, ob bei einer solchen 
Priifung die Gegenwart von Saccharose sich hatte feststellen 
lassen, da die Vorbehandlung des Materials ungeeignet war: 

Das Weinlaub wurde bei 40—45° getrocknet. Da das 
Trocknen bei dieser Temperatur nur langsam vor sich geht, 
war sowohl den reichlich im Zellsafte von Vitis vinifera vor- 
handenen organischen Siiuren als auch der Invertase, die ihr 
Wirkungsoptimum bei dieser Temperatur besitzt, Gelegenheit 
zur Hydrolysation des Rohrzuckers gegeben. 

Nach Mischen mit Calciumcarbonat hat Deleano 1 kg 
Blattpulver 1—2 Stunden bei 50° mit absolutem Alkohol 
extrahiert. Nun sind zwar in absolutem Alkohol die eventuell 
in Frage kommenden hoheren Fruktoside unléslich, aber 
auch Saccharose ist schwer lislich und es diirfte daher cine 
Extraktionsdauer von 1-2 Stunden zur Erlangung leicht nach- 
weisbarer Mengen kaum gentigen. Da nun Dextrose und La- 
vulose in absolutem Alkohol bei gesteigerter Temperatur ziem- 
lich léslich sind, so ist nicht recht verstiandlich, warum De- 
leano tiberhaupt keine Krystalle erhalten hat, zumal er 
angibt, dafi der Sirup viele direkt reduzierende Kohlenhydrate 
enthielt. Jedenfalls ist das Ausbleiben der Krystallisation allein 
kein hinreichender Beweis fiir die Abwesenheit von Rohr- 
zucker in den Blattern von Vitis. Dafi dieser Zucker tatséch- 
lich vorhanden ist, zeigen die von mir gemachten, oben 
angefiihrten Beobachtungen. 

In derselben Arbeit sucht der Verfasser die direkt redu- 
zierenden Kohlenhydrate des Weinlaubes zu bestimmen, Maltose 

3* 
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laBt er dabei auber acht: Dextrose und Liivulose berechnet er 
aus dem Reduktions- und Drehungsvermégen des Auszuges. Da 
dieser Berechnung die Voraussetzung zugrunde liegt, daf auBer 
diesen Monosacchariden kein anderer Zucker zugegen ist, so 
sind die gegebenen Zahlenwerte natiirlich nicht richtig; auBer- 
dem liegt ein Rechenfehler vor; da der Verfasser von !-Fruktose 
statt von d-Fruktose spricht, beruht wohl ebenfalls auf einem 
Versehen. 

Gelegentlich einer Arbeit tiber den Atmungsstoffwechsel 
abgeschnittener Laubblitter hat Deleano bereits friiher (7) 
die Kohlenhydrate des Weinlaubes untersucht. Er betrachtet 
die fiir Mono- und Disaccharide erhaltenen Zahlen aus ver- 
schiedenen, sehr berechtigten Griinden selbst nur als rohe An- 
niherungswerte (7, S. 559). Ich méchte noch hinzufiigen, dab 
das Verhiiltnis von Monosacchariden zu Disacchariden schon 
der Behandlung der Blatter wegen — sie wurden an Faden 
aufgereiht und an der Luft getrocknet — kaum stimmen diirfte, 
weil bei so langsamem Trocknen Inversion des Rohrzuckers 
durch Invertase und Siiuren eintreten kann. Aber auch der 
Stiirkewert diirfle kein wahres Bild von der Menge dieses 
Kohlenhydrates geben, da die AufschlieBung der Starke nach 
Siiurezusatz unter Druck vor sich ging (7, S. 555), sodaB auch 
Hemicellulosen in Lésung gehen konnten; auch erfolgte vor 
der Inversion mit Salzsaéure, die iibrigens in doppelt so kon- 
zentrierter LOsung vorgenommen wurde, als iiblich ist (15 cem 
HCI v. spez. Gew. 1,125 auf 100 ccm, statt auf 200 ccm), keine 
Reinigung des Saftes; es konnten daher auch noch aus andern 
Kérpern Kohlenhydratgruppen abgespalten werden. 


4. Musa Ensete Gmel. 


Je ein Blatt wurde von zwei sehr sch6nen Pflanzen, die 
direkter Sonnenbeleuchtung ausgesetzt waren, in den Mittags- 
stunden des 23. und in den ersten Morgenstunden des 24. August 
(1915) entnommen. Der Tag war warm und sonnig, nur zeit- 
weise zeigten sich Wolken. Die Nacht war warm. 

Die Blatter wurden von der Mittelrippe getrennt, diese, 
sowie die Blattfliche in mehrere kleinere Stiicke zerlegt, ab- 
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getotet und getrocknet. Das Trocknen verliuft bei den Mono- 
kotylen etwas langsamer; die Teile der Mittelrippe muBten noch 
der Linge nach gespalten werden und trockneten nur langsam. 
Das Mahlen des exsikkatortrockenen Materials machte der 
Nervatur wegen Schwierigkeit und das Pulver war nur mittelfein 
(die allergrébsten aus der Mittelrippe stammenden Teilchen 
wurden ausgeschaltet). Zwei Blatter lieferten eine Pulvermenge 
von ca. 100 g (lufttrocken), 

Zur Analyse wurden fiir den «'l'agversuch» je 45 g, fiir 
den «Nachtversuch» je 50 g lufttrockenes Pulver abgewogen. 
Das Chlorophyll lie8 sich relativ leicht mit Ather auszichen. 
Die Reinigung wurde mit Bleizucker vorgenommen; es resultierte 
eine fast wasserhelle Fliissigkeit. Sowohl mit Sacch. Marx. 
als auch mit Tor. pulch. erfolgte kraftige Girung, die aber bei 
Sacch. Marx. in der gleichen Zeit vollkommener war, wie die 
Untersuchung des Giirriickstandes zeigte. 

Zur Bestimmung der Stirke wurde '/; des abgewogenen 
trockenen Pulverriickstandes (ca. 10 g) verwandt. Diese relativ 
grobe Pulvermenge war notig, weil der Stéirkegehalt von Musa 
Ensete nur gering ist. Der letzte Rest der Starke konnte auch 
nach tagelanger Einwirkung des Ptyalins und mehrmaligem 
Speichelzusatz nicht entfernt werden. Er mag, so weit es sich 
nach der Aufhellung mit Chloralhydrat und Behandlung einer 
Probe mit Jodjodkalilésung mit Hilfe des Mikroskops erkennen 
lieB, 1/10 der Gesamtstirke betragen haben. Dieselbe Erfahrung 
habe ich auch bei der Untersuchung von Canna iridiflora ge- 
macht. Es muf dahingestellt bleiben, ob die Starke dieser 
Monokotylen tiberhaupt schwerer von Ptyalin angegriffen wird, 
oder ob die grébere Beschaffenheit des Pulvers nur das vollige 
Eindringen des Enzyms in die Zellen erschwerte. Dem mikro- 
skopischen Bilde nach schien letzteres der Fall zu sein; denn 
aus den peripheren ‘Teilen eines Pulverpartikelchens, sowie 
aus den SchlieBzellen war die Starke in der Regel verschwunden. 
Anderseits kamen neben kleineren, noch etwas stiirkefiihrenden 
Teilchen auch gréfere, vollig entstairkte vor. Die Menge 
der zuriickgebliebenen Starke war nicht so grof, daB sie die 
Bestimmung dieses Kohlenhydrates unmdglich gemacht hatte. 
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Die Resultate fiir Musa Ensete sind aus der folgenden 
Tabelle ersichtlich: 
































| 23. August 24. August 

| 14 nachm. | 4h vorm. 

ee ee 
RR: . 22 4 sew ed | 0,67 0,38 
SOUS 6 ak aS ee 7,36 | 5,01 
0 eee ae ee re ee 0,68 | 0,48 
a re ere 2,62 | 3,84 

extrose ,6 \ 5,05 | 6,27 
SC ae ee ee: A 2 
Gesamtzucker. . . . ++ -| 1809 | 76 
Gesamtkohlenhydratmenge . | 13,76 | 12,14 
Verhaltnis von: 

Monosacchariden : Disacchariden | 1: 1,59 | 1 : 0,88 
Monosacchariden : Saccharose . | 1: 1,46 | 1 : 0,80 
Dextrose: Livulose ...... | 1 : 0,93 | 1 : 0,63 


5. Canna iridiflora R. und Pav. 


Von Canna iridiflora standen nur einige, aber grofe und 
sehr gut entwickelte Pflanzen zur Verfiigung. Sie befanden 
sich in der biologischen Abteilung des botanischen Gartens an 
einem Platze, der, frei gelegen, dem direkten Sonnenlichte zu- 
ginglich war. Es wurden je 15 Blatter am Mittag des 24. 
und am Morgen des 25. August (1916) gleichzeitig mit dem 
Laub von Vitis vinifera geschnitten. Der Tag war, wie bereits 
S. 30 angegeben wurde, hell und gegen Mittag sonnig; die 
Nacht war frisch. 

Das Pulverisieren machte dieselben Schwierigkeiten wie 
bei Musa: es konnte auch hier nur ein mittelfeines Pulver 
erhalten werden. Auch das Mahlen des Materials mit Quarz- 
sand in einer Kugelmiihle ergab kein besseres Resultat. Je 
15 Blatter gaben ca. 75 g Pulver; zu jeder Analyse wurden 
35 g verwandt. Die Extraktion des Chlorophylls war weniger 
vollkommen als bei Musa. Zur Reinigung der wasserigen L6- 
sung wurde Bleizucker verwandt; die Fliissigkeit war wasser- 
hell; es erfolgte mit beiden Hefen sofortige Gérung. 
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Fiir die Starkebestimmung gilt das bei Musa Gesagte. 
Die Analysen ergaben folgende Resultate: 
































| 24 August | 25. August 
| 2h nachm. (Szt.) 65 vorm. (Szt.) 
a SO 
is a x 1,27 (0,86 
Semccherose. . 6. we te 5,89 4,68 
Se kk ws ee ee «ee aS 0,38 0,50 
a a rere ee | 0,00 
Dextrose 0,00 \ 0,30 | 0.19 
ee a — 080f "Of 
Gesamtzucker.......-- af 657 im (5,37 
Genniaiitabteabvednnteomas ‘ 7,84 | 6,23 
Verhaltnis von: 
Monosacchariden : Disacchariden | 1 : 20,90 | 1 : 27,26 
Monosacchariden : Saccharose . | 1: 19,63 | 1 : 24,63 


IV. Allgemeines. 


Beim Uberblicken der gewonnenen Resultate bemerken 
wir trotz der Unterschiede, die sich aus der Verschiedenheit 
des Pflanzenmaterials ergeben, gewisse Gleichmafigkeiten in 
der Verteilung der Kohlenhydrate. 

Betrachten wir zunéchst das Mengenverhaltnis der Zucker, 
so sehen wir, dai dem Rohrzucker gegeniiber alle andern 
Zuckerarten zuriicktreten: nur bei Vitis vinifera wird er in 
der Nacht von der Livulose um weniges iibertroffen. In allen 
Fallen nimmt der Gehalt an Rohrzucker in der Dunkelheit ab. 
Den héchsten Betrag erreicht er in Musa Ensete mit 7,36 °/o 
am Tage; dann schliefen sich Canna iridiflora, Tropaeolum 
majus!) und Vitis vinifera an; die kleinste Saccharosemenge 
finden wir in Cucurbita ficifolia mit 2,63°/o. Natiirlich ist diese 
Reihenfolge eine zufallige und keine feststehende, denn es 
waren nicht alle diese Pflanzen vor der Entnahme der Blatter 
den gleichen AuSenbedingungen ausgesetzt. Uberhaupt diirfte 





1) Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, da8 die fiir Trop. m. 
von mir berechneten Werte sich auf das gesamte Trockengewicht des 
Pulvers beziehen, wihrend Brown und Morris ihre Resultate auf die 
nach der Atherextraktion erhaltene Trockengewichtsmenge berechnet haben. 
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man, sollten die Objekte hinsichtlich ihres Gehaltes an der 
einen oder andern Zuckerart untereinander verglichen und 
zur Lichtwirkung in Beziehung gebracht werden, die bei der 
Analyse des Extraktes gewonnenen Zahlen nur auf die assimi- 
lierende Flache berechnen, nicht aber auf die Trockensubstanz, 
die bei so verschiedenen Pflanzentypen wie den untersuchten 
in der Flaécheneinheit dem Gewichte nach nicht dieselbe sein 
kann. Indes lag mir ein solcher Vergleich von vornherein 
fern. — Deutlich tritt auch die quantitative Uberlegenheit des 
Rohrzuckers zutage, wenn wir seine Menge zur Gesamt- 
zuckermenge in Beziehung setzen. Nachstehende Tabelle zeigt 
uns dieses Verhiltnis fiir jedes der untersuchten Objekte. 


I. 





| Tag | Nacht 


Pflanze cs He Pars: pee “a 
|Saccharose : Gesamtzuck. Saccharose: Gesamtzuck. 








Tropaeolum majus . .| 1: 2,11 1 : 2,09 
Cucurbita ficifolia . . | lL: 1,54 1: 1,89 
Vitis vinifera 1 : 2,03 1 : 2,70 
Musa Ensete 1:28 1: 2,35 
Canna iridiflora . . . i: oe 1: 1,15 


Wiihrend also die relative, d. h. zum Gesamtzucker in 
Beziehung gesetzte Saccharosemenge fiir Tropaeolum bei Tag 
und Nacht annéhernd konstant ist, sinkt sie in den andern 
Fallen mehr oder weniger in der Nacht; sie geht bei Cucur- 
hita ungefahr vom 2/sfachen auf das !/2fache, bei Vitis vom 
'/ofachen auf das rund !/sfache, bei Musa vom 5/ fachen auf 
das 5/12fache zuriick. Bei Canna ist sie wiederum fast konstant 
und nahe 1. In keinem Falle macht der Rohrzucker wiéhrend 
des Tages viel weniger als die Halfte des Gesamtzuckers aus. 

Im Gegensatz zum Rohrzucker ist Maltose nur in ge- 
ringer Menge vorhanden; am stirksten ist sie noch in Tro- 
paeolum mit rund 1°/o am Tage vertreten; doch steht auch 
dieser Wert noch in auffallendem Gegensatz zu den von Brown 
und Morris (bei der Assimilation unter normalen Bedingungen) 
erhaltenen grofen Werten (vgl. S. 44, Versuch 1, c und Ver- 
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such 2,b). Auch schwankt der Maltosebetrag bei Tag und Nacht 
nur wenig, so da in einigen Fallen die Differenzen kaum tiber 
der Fehlergrenze liegen. In der Dunkelheit nimmt die Maltose 
meist etwas zu, bei Musa und Tropaeolum aber ab. Auch 
Brown und Morris haben bei Tropaeolum Abnahme dieses 
Zuckers bei sistierter Assimilation beobachtet. Das Verhaltnis 
zum Gesamtzucker zeigt Tabelle II. 





ll. 
fn ______—______________ 
Tag Nacht 
Pflanze ne ee ee ee re 

Maltose : Gesamtzucker | Maltose : Gesamtzucker 
Tropaeolum majus . . 1: 8,60 | 1: 8,04 
Cucurbita ficifolia 1: 7,00 ! i 4,36 
Vitis vinifera... . 1: 11,93 | 1: 9,94 
Musa Ensete 1 : 19,25 | 1 : 24,50 
Canna iridiflora . . . 1 : 17,30 1: 10,54 


Dextrose ist in wechselnden Mengen vorhanden. Am 
stirksten ist sie in Musa vertreten; den extremen Fall liefert 
Canna, denn hier konnte Dextrose tiberhaupt nicht nach- 
gewiesen werden. Auch in Cucurbita war sie tagsiiber nicht 
nachzuweisen. In Tropaeolum und Vitis dagegen war sie am 
Tage in Mengen von rund (),5°/o bezw. 1°/o vorhanden. Was 
ihre Zu- oder Abnahme in den Nachtstunden betrifft, so 
stimmen hierin nicht alle Objekte iiberein: bei Tropaeolum 
kénnen wir in der Nacht eine geringe Abnahme feststellen, 
ebenso bei Vitis; bei Cucurbita und Musa aber Zunahme. 
Tabelle III orientiert uns tiber das Verhaltnis der Dextrose zum 


Gesamtzucker. 














Ill. 
Tag ee | Nacht i 
Pflanze ee oe 
‘Dextrose : Gesamtzucker | Dextrose : Gesamtzucker 
Tropaeolum majus. . 1: 19,17 | 1 : 21,35 
Cucurbita ficifolia . . | — 1: 4,57 
Vitis vinifera... . Ll: 6,26 1: 832 
1: 3,06 


Musa Ensete ... .| 1: 4,99 | 
Canna iridiflora . . . | ms | 
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Wir sehen, daf gerade der Zucker, in dem man vielfach 
den primaren vermutet, zur Zeit stirkster Assimilation bei 
Tropaeolum nur bescheidenen Anteil am Gesamtzucker hat, 
bei Cucurbita und Canna tiberhaupt fehlt und im Hochstfalle, 
nimlich bei Musa, '/5 der ganzen Zuckermenge betrigt. 

Livulose ist stets in grdferer oder geringerer Menge 
vertreten. Sie iibertrifft die Dextrose in den meisten Fallen; 
eine Ausnahme macht Musa, auch in Cucurbita ist Lavulose in 
der Nacht nur in Spuren gefunden worden. Ihren Anteil am 
Gesamtzucker zeigt Tabelle IV. 











i. 
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| Tag Nacht 

Pflanze * SNS nts ne ee es, 

| Livulose : Gesamtzucker | Livulose : Gesamtzucker 
Tropaeolum majus . . | 1: 2,81 | 1: 2,85 
Cucurbita ficifolia . . 1: 4,77 | 1 : 41,66 
Vitis vinifera ... .| 1: 3,81 | 1: 2,44 
Musa Ensete 1: 5,39 | 1: 4,84 
Canna iridiflora 1 : 21,90 | 1 : 28,26 


Das Verhiltnis von Dextrose zu Lavulose ist bereits am 
Ende jeder Analyse berechnet worden; ebenso das der Mono- 
saccharide zu den Disacchariden, sowie der Monosaccharide 
zur Saccharose. Da die beiden letzten Berechnungen weiteres 
Interesse beanspruchen, stelle ich sie der Ubersicht halber 


zusammen. 

















V. 
| Tag Nacht 
Pflanze | Monosaccharide : Di- Monosaccharide : Di- 

| saccharide saccharide 
Tropaeolum majus. . | 1: 1,44 1: 1,51 
Cucurbita ficifolia . . | 1 3,78 1: 3,12 
Vitis vinifera : | 1: 1a 1: 0,89 
Musa Ensete | 1: 1,59 1: 0,88 
Canna iridiflora . . . | 1 : 20,90 1 : 27,26 
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VI. 
a __________ 
| Tag | Nacht 
Pilanze | Monosaccharide : Sac- | Monosaccharide : Sac- 
| charose charose 
Tropaeolum majus. . | 1: 1,16 | 1: 1,20 
Cucurbita ficifolia 1: 3,09 | 1: 218 
Vitis vinifera .... S: ae | 1: 0,70 
Musa Ensete 1: 1,46 | 1: 0,80 
Canna iridiflora . . . 1: 19,63 | 1 : 24,63 


Alle diese Ergebnisse stimmen in den wesentlichen Punkten 
mit den Resultaten von Brown und Morris tiberein: es konnte 
in allen untersuchten Blattern das deutliche Uberwiegen der 
Disaccharide zur Zeit der stirksten Assimilation festgestellt 
werden. Tabelle VI zeigt, dafi dies im wesentlichen durch das 
Mengenverhiltnis von Monosacchariden zur Saccharose be- 
dingt ist. In der Nacht verschiebt sich das Verhiiltnis der 
Mono- zu den Disacchariden meist zugunsten der ersteren.') 
Dextrose trat mehr oder weniger zuriick und fehlte in zwei 
Fallen tagsiiber ganz. Ferner konnte auch ich feststellen, daf, 
mit einer einzigen Ausnahme (Musa), die Liivulose wenigstens 
am Tage die Dextrose an Menge iibertrifft. Daraus scheint 
hervorzugehen, daf es sich bei den seinerzeit von Brown 
und Morris gemachten Erfahrungen nicht etwa um das spe- 
zifische Verhalten einer einzelnen Pflanze, sondern um Erschei- 
nungen allgemeinerer Verbreitung handelt, denen denn auch 
eine allgemeinere Bedeutung zugesprochen werden mu. Dab 
auch schon friiher einzelne derartige Beobachtungen gemacht 
worden sind, habe ich bereits eingangs hervorgehoben. 

Brown und Morris hielten bekanntlich auf Grund ihrer 
Analysenresultate den Rohrzucker fiir den ersten bei der Assi- 





1) Eine Ausnahme macht Canna, da hier in der Nacht tiberhaupt 
nur noch Spuren von Hexosen nachweisbar waren. AuBerdem nimmt 
Tropaeolum, wie auch noch in anderer Hinsicht, eine Sonderstellung ein, 
auf die ich noch zuriickkomme: Tabelle V und VI zeigen fiir Tag und 


Nacht konstante Werte. 
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milation sich bildenden Zucker. Die Verfasser haben nicht alle 
Blatter direkt untersucht, sondern meist eine Portion derselben 
erst unter bestimmte Aufenbedingungen gebracht. Es handelt 
sich im ganzen um vier Versuche, die ich zur besseren Uber- 
sicht hier wiedergeben mochte. 

Bei Versuch 1 wurden Blitter an einem Tage a) um 5h 
vorm. gepfliickt und direkt untersucht (bezw. getrocknet), 
b) um 5) vorm. gepfliickt und nach 12stiindiger Assimilation 
untersucht, c) um 5 nachm. gepfliickt und direkt untersucht. 























Versuch 1. 
Starke | . b | ‘ 

; 428 | 391 | 4,59 
Saccharose....... | 4.65 | 8,85 | 3,86 
ee | 0,97 | 1,20 | 0,00 
Lavulose....... | 299 644 0,39 
Maltese ........ | 418 069 | 5,33 

Gesamtzucker....! 9,79 | 17,18 | 9,58 


Bei Versuch 2 wurde ein Teil der Blatter um 9" vorm. (a), 
ein anderer um 9" nachm. (b) direkt analysiert. 

















Versuch 2. 
a 
| : | : 
Starke ; | , 
| 3,24 4.22 
Saccharose ..... | 4,94 | 8,02 
Dextrose .....-. 0,81 0,00 
Lavulose ...... 4,78 | 1,57 
eee ee . «1,21 = 3,62 : 
Gesamtzucker . . | 11,74 | 13,21 


Bei Versuch 3 und 4 sind mit a Blatter bezeichnet, die 
sofort untersucht wurden, mit b solche, die untersucht wurden, 
nachdem sie 24 Stunden verdunkelt waren. 
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Versuch 3. Versuch 4. 
Ft | 
| 

Starke |; & | + Starke ; > | 5 

| 3,693 | 2,980 | 5,425 | 0,906 

Saccharose . . | 9,98 | 3,49 Saccharose | 733! 3,35 
Dextrose .. . 0,00 | 0,58 Dextrose .. . | 0,00 | 1,34 
Lavulose ... | 1,41 | 3,46 Liavulose ... | 2,1 |) 3,76 
Maltose. ... | 2,251] 1,86 Maltose. .. . | 2,71 | 1,28 

ae WB Ts 

Gesamizucker 13,64 ) 9,39 Gesamtzucker | 12,15 9,73 


Nach der Ansicht der Verfasser mufte, wenn der pri- 
mare Zucker eine Glukose war, wenigstens bei Versuch 1b, 
nachdem also die Ableitung sistiert war und die Atmung der 
gleichzeiligen Assimilation gegeniiber in den Hintergrund treten 
muB8te, eine starke Anhdufung dieser Glukose zu konstatieren 
sein. Statt dessen fanden sie eine auffallende Zunahme des 
Rohrzuckers und schrieben daher diesem die Rolle des primaren 
Zuckers zu. Es kann nun behauptet werden, dafi damit noch 
nichts bewiesen sei; denn es kann die zuerst gebildete Hexose 
sehr rasch weiter verarbeitet worden sein, vor allem sich zum 
Disaccharide kondensiert und mit steigender Assimilation 
wachsende Mengen von Saccharose erzeugt haben, zumal die 
Blatter infolge der unterbrochenen Ableitung sich in anormalen 
Verhialtnissen befanden. Dieser letzte Einwand fallt bei meinen 
Analysenbefunden fort, weil hier die Blatter direkt untersucht 
wurden; trotzdem stimmen meine Beobachtungen hinsichtlich 
des Uberwiegens der Disaccharide iiber die Monosaccharide, 
sowie der quantitativen Uberlegenheit der Saccharose wihrend 
der Assimilation durchaus mit den Erfahrungen von Brown und 
Morris iiberein. Natirlich kann man auch hier, abgesehen 
von der Ableitung und Veratmung, den raschen Verbrauch der 
Hexosen zur Bildung héhermolekularer Saccharide und anderer 
Synthesen ins Feld fithren. 

Eine Schwierigkeit bei der Annahme, da8 der Rohrzucker 
ein direktes Assimilationsprodukt sei, besteht auch darin, dab 
man sich ein Disaccharid schwerlich anders als aus Mono- 
sacchariden entstanden denken kann. Uberhaupt miissen wir 
uns fragen, ob wir unter dem priméren Zucker das erste 
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Kohlenhydrat, das aus den anorganischen Grundstoffen her- 
vorgeht, verstehen wollen. In diesem Falle sagen Analysen 
wie die vorliegenden und die von Brown und Morris ausge- 
fiihrten nichts. Es ist vielleicht richtiger, den Begriff des 
primaren Zuckers lediglich auf den ersten analytisch nach- 
weisbaren Zucker bei der Assimilation zu beschranken ohne 
Riicksicht darauf, ob er mit dem zuerst gebildeten Kohlen- 
hydrat identisch ist oder nicht; denn es laBt sich ja auch ein 
Assimilationsprodukt denken, das aus einer Reihe synthetischer 
Prozesse hervorgegangen ist, die sich in so rascher und steter 
Aufeinanderfolge vollziehen, daB Zwischenprodukte, als welche 
auch Kohlenhydrate mit kleinerem Molekulargewicht wohl 
denkbar sind, nicht nachgewiesen werden kénnen und das 
als Endprodukt dieser Reihe sich in der Zelle anhauft und 
dadurch analytisch faBbar wird. In diesem Sinne kann die 
Saccharose der primire Zucker sein. Gehen wir z. B. von 
der speziellen Vorstellung aus, der vorgebildete Zucker sei 
Dextrose, die sich, vielleicht unter teilweiser Umlagerung in 
Lavulose, zu Rohrzucker kondensiere, so liegt es nahe, in 
allen den Fallen, in welchen wir zur Zeit der stirksten Assi- 
milationstiitigkeit keinen Traubenzucker nachweisen k6nnen, 
wihrend die Bildung des Rohrzuckers ohne Stérung kraftig 
vor sich geht, dies durch die Annahme zu erklaren, daB der 
Traubenzucker im Augenblicke seiner Entstehung sofort 
zur Synthese des Rohrzuckers verwendet wird. Es ist natir- 
lich nicht ausgeschlossen, daf er auch noch zu andern Zwecken 
sofort verbraucht wird und sich deshalb nicht speichern kann. 

Jedenfalls miissen wir festhalten : 

Es kann nicht als bewiesen gelten, dai die im Blatte 
gefundenen Monosen anders als durch Inversion von Di- und 
Polysacchariden entstanden sind. Da8B auf diese Weise An- 
haufungen von Hexosen im Zellsafte zustande kommen, das 
geht aus den Versuchen 3 und 4 von Brown und Morris 
hervor und das erklirt auch bei meinen Analysenresultaten 
die wiederholt beobachtete Verschiebung im Verhaltnis von 
Mono- und Disacchariden zugunsten ersterer waéhrend der 


Nacht. 
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Von den untersuchten Fallen zeigt das Analysenergebnis 
bei Canna iridiflora mit grofber Deutlichkeit, daB die Entstehung 
des Rohrzuckers keineswegs an eine grdfere Konzentration 
von Monosen im Zellsaft gebunden ist: es wurde neben einer 
Saccharosemenge von rund 6°/o tiberhaupt keine Dextrose und 
nur 0,3°/o Livulose gefunden. Das legt die Auffassung nahe, 
daf der Rohrzucker tatsichlich der erste nachweisbare Zucker 
ist. Einen sichern Beweis aber liefern meine Analysenergeb- 
nisse ebensowenig wie die von Brown und Morris mitge- 
teilten, obwohl sie beide fiir diese Auffassung sprechen. 

Volle Klarheit in dieser Frage kénnen uns _ vielleicht 
einmal mikrochemische Studien neben gleichzeitigen makro- 
chemischen Untersuchungen verschaffen. Dazu wire allerdings 
eine absolut zuverliissige und sehr feine mikrochemische 
Methode erforderlich, wie sie leider bis jetzt nicht existiert. 
Dann wire es vielleicht méglich, aus der Lokalisation der ein- 
zelnen Zuckerarten im Blatte sowie durch verschiedene Ver- 
suchsanstellungen an ein und demselben I[ndividuum sichere 
Anhaltspunkte fiir die Entstehung der einzelnen Saccharide 
in der Pflanze zu gewinnen. Eine solche Methode, wie ge- 
sagt, gibt es zurzeit nicht, denn die bisher gebréuchlichen 
Osazonmethoden von Senft nnd Grafe kénnen nach den Aus- 
fiihrungen Ruhlands (30) fiir diesen Zweck nicht mehr ge- 
eignet erscheinen. 

Die Osazonmethode ist von Strakosch (35) und spater 
von van Rytel (31) zur Untersuchung des Blattes von Beta 
vulgaris angewandt worden. Beide Autoren behaupten auf 
Grund ihrer Beobachtungen mittels dieser Methode, dab im 
Blattparenchym der Zuckerriibe nur Dextrose vorhanden sei 
und erst in den Nerven allmahlich Laivulose und Saccharose 
auftraten. Daraus ginge nun allerdings ohne weiteres hervor, 
daB Dextrose der primare Zucker ist. Indes hat Ruhland, 
wie bereits erwiihnt, die mikroskopische Beobachtung der QOsa- 
zonbildungen in der Pflanzenzelle zum Zwecke genauer Diffe- 
renzierung der Zuckerarten in sehr treffender Weise kritisiert. 
AuBerdem hat Ruhland selbst auf makrochemischem Wege 
die Anwesenheit von Saccharose im Parenchym des Blattes 
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von Beta vulg. feststellen kénnen. Ubrigens hat auch Strakosch 
bei der makrochemischen Untersuchung des Blattparenchyms 
Robrzucker in geringer Konzentration gefunden, was er 
durch das Vorhandensein feinster Nervenendigungen zu er- 
klaren sucht. 

Zur Lésung der Frage nach dem primaren Zucker scheint 
mir gerade das Blatt der Zuckerriibe ein ungeeignetes Unter- 
suchungsmaterial zu sein, da hier das Verhaltnis der Saccharide 
insofern auBergewohnlich zu sein scheint, als der Invertzucker 
bedeutend vorherrscht, wahrend Rohrzucker wenigstens zu 
gewissen Zeiten in relativ geringer Menge gefunden wird. Man 
wird kaum fehlgehen, wenn man dieses Verhalten mit der 
Fiillung des Speicherorgans in Zusammenhang bringt. Jeden- 
falls kann daraus nicht gefolgert werden, daB eine Glukose 
der primiire, d. h. der erste nachweisbare Zucker bei der Assi- 
milation sei; denn es ist gut méglich, daB gr6Bere Saccharose- 
mengen nur deshalb nicht gefunden werden, weil sehr bald 
eine duferst kraftige Inversion dieses Zuckers einsetzt. Der 
Zweck dieser starken Inversion wird uns versténdlich, wenn 
wir uns erinnern, dafi die Wanderung des Zuckers in das 
Speicherorgan nach Ruhland tiberwiegend in Form von In- 
vertzucker erfolgt: der Stoff wird also sehr bald in die zur 
Wanderung geeignetste Form gebracht. 

Eine interessante Mitteilung Girards (14, S. 810), auf 
die ich schon eingangs aufmerksam gemacht habe, zeigt, dab 
hinsichtlich der Zu- und Abnahme des Rohrzuckers im Licht 
und in der Dunkelheit die bei Beta gemachten Beobachtungen 
keinen prinzipiellen Gegensatz zu den an andern Objekten ge- 
wonnenen Erfahrungen bilden. Girard fand in sorgfaltig an- 
gestellten Versuchen, daf der Rohrzucker am Lichte sich 
bildet bezw. zunimmt, in der Dunkelheit aber abnimmt. Er 
folgert daraus, da® der Rohrzucker ein direktes Assimilations- 
produkt sei, das sich unter dem Einflu8 des Lichtes hilde. Die 
Befunde von Girard hat Strakosch insofern bestitigt, als 
auch er die Bildung der Saccharose bei der Belichtung ein- 
setzen und fortschreiten sah, wihrend beim Verdunkeln dieser 


Zucker abnahm. 
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Was nun das Verhaltnis von Dextrose zu Lavulose in 
den untersuchten Fiillen betrifft, so ergibt sich als einzige 
Folgerung nur, dafi die Dextrose im allgemeinen rascher im 
Stoffwechsel verwendet wird, falls wir nicht annehmen wollen, 
daB die Livulose direkt entstehe, was nicht bewiesen werden 
kann. Was die Art der Verwendung betrifft, so geben uns 
die gefundenen Werte keinerlei sichere Anhaltspunkte. Mdg- 
lich, da8 der Traubenzucker die fiir die Ableitung oder Ver- 
atmung giinstigste Form darstellt, méglich auch, da8 sich zur 
EiweiBsynthese die eine oder andere Zuckerart besser eignet: 
Der Verbrauch richtet sich jedenfalls nach den jeweiligen Bediirf- 
nissen der Pflanze und es ist leicht einzusehen, dafi diese nicht 
nur bei verschiedenen Pflanzen mehr oder weniger verschieden 
sind, sondern auch bei demselben Individuum zu verschiedenen 
Zeiten nicht dieselben zu sein brauchen. Auch Umlagerung 
von Hexosen durch die Titigkeit des lebenden Plasmas, wobei 
z. B. die Aldo- in die Ketoform tibergeht, erscheinen nicht aus- 
geschlossen. Daf die in der Zelle gefundenen Monosaccharide, 
speziell Dextrose, auch der Starke bezw. Maltosebildung dienen, 
wird durchweg angenommen, kann aber nicht mit Sicher- 
heit behauptet werden. Brown und Morris nahmen Stirke- 
bildung aus Rohrzucker an; auch dies ist unbewiesen. 

Die Maltose hielten diese Verfasser fiir ein Abbauprodukt 
der Starke. Auch wir miissen zuniichst an dieser Auffassung 
festhalten, da bei der Hydrolyse der Starke auch auferhalb der 
Pflanze Maltose entsteht, wenn man mit pflanzlicher Diastase 
operiert. Die Analysenwerte selbst sagen in dieser Hinsicht 
nicht viel, da die Maltosewerte bei Tag und Nacht verhaltnis- 
mafig klein sind und nur wenig schwanken. In den meisten 
Fallen sehen wir eine kleine Zunahme wahrend der Nacht; 
bei Tropaeolum ist, wie auch die Ergebnisse von Brown und 
Morris zeigen, die Maltose dann am starksten vertreten, wenn 
die Starkebildung kraftig vor sich geht. Es wire voreilig, 
wenn wir daraus schlieBen wollten, hier stelle die Maltose eine 
Vorstufe der Starke dar, denn es ist méglich, daB der Abbau 
der letzteren bei der einen oder andern Pflanze dann am 
kraftigsten vor sich geht, wenn das Abbaumaterial am reich- 
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lichsten vorhanden ist. Mdglich ware es aber, dal Maltose 
auch als Vorstufe der Starke im Blatt auftritt. 

Zum Schlusse méchte ich noch auf eine Eigentiimlichkeit 
hinweisen, die sich beim Vergleich der Starke- und Gesamt- 
zuckermengen der Stirkeblatter ergibt. Ich stelle daher die 
betreffenden Zahlen hier zusammen. 





























| 

Tag Nacht 

| | %/o %9 

pom . 
Tropaeolum majus | a a | 6,44 5,62 
a | Gesamtzucker . . . | 9,20 5,55 

: va ce a 

Cucurbita ficifolia . ene 6,06 | 1,50 

| Gesamtzucker | 4,06 | 3,75 | 
ee | 634 | 1,76 

| Gesamizucker. . .| 6,32 6,16 


Bei Cucurbita!) und Vitis sehen wir, da’ die Stirke in 
der Nacht stark abnimmt, waéhrend der Gesamtzuckerbetrag 
nahezu der gleiche ist wie am Tage. Hier wird also anschei- 
nend der Verlust an Zucker infolge der Atmung, der Ableitung 
oder synthetischer Prozesse durch die fortschreitende Inversion 
der Stirke immer wieder gedeckt, so dafi der Zuckergehalt 
des Blattes annahernd konstant bleibt. In scharfem Gegensatz 
hierzu stehen die Resultate der Analyse bei Tropaeolum. Hier 
zeigt auffallenderweise die Starke bei Tag und Nacht einen 
geringen Unterschied in der Menge, wahrend der Gesamtzucker 
in der Nacht bedeutend abnimmt. Es liefert in diesem Falle 
beinahe der Zucker allein das Material fiir den weiteren 
Verbrauch. Damit scheinen einige Erscheinungen, die sich 
aus der Betrachtung der Tabellen I—IV ergeben, im Zu- 
sammenhange zu stehen. Wir sehen namlich, daf das Ver- 
haltnis von Rohrzucker und Fruchtzucker zum Gesamtzucker 
bei Tag und Nacht jedesmal konstant ist, bei der Maltose ist 
die Differenz der Verhialtnisse bei Tag und Nacht nicht grof8 
und nur bei der Dextrose zeigt sich ein etwas groferer Unter- 


4) Ba Cucurbita mu6 allerdings daran erinnert werden, da8 das 
Sammeln der Blatter nicht an unmittelbar aufeinander folgenden Tagen vor- 
genommen wurde, wenngleich die Witterungsverh4ltnisse dieselben waren. 
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schied. Vergleichen wir dann das Verhiltnis von Mono- und 
Disacchariden in Tabelle V und das von Monosacchariden und 
Saccharose in Tabelle VI, so ergibt sich wiederum eine auf- 
fallende Konstanz der fiir Tag und Nacht erhaltenen Werte. 
Es ist also von jeder Zuckerart so viel verschwunden, dab 
ihr Verhaltnis zum Gesamtzucker das gleiche geblieben ist, 
also von jeder der gleiche Bruchteil in der gleichen Zeit. Eine 
Erginzung aus dem Starkevorrat hat nur in geringem Mabe 
stattgefunden. Wie diese Erscheinung zu erklaren ist, laft sich 
um so weniger sagen, als dieses merkwiirdige Verhalten nicht 
etwa die Regel bei Tropaeolum zu sein scheint; wenigstens labt 
sich aus den Analysenergebnissen von Brown und Morris 
nichts dergleichen ersehen. Vergleichen wir z. B. in Versuch 1 
die Kolumnen a und c, so haben wir offenbar den gleichen Fall 
wie bei Cucurbita und Vitis vor uns: der Stirkebetrag verindert 
sich stark, der Gesamtzuckerbetrag praktisch gar nicht, nur 
daB es sich hier um die Zunahme an organischer Substanz 
handelt, nicht um die Abnahme wie in unserem Falle. Ver- 
such 2 ist ein Ubergangsfall: hier steigt sowohl Starke- wie 
Zuckerbetrag, jedoch beide nur mabig; ob diese Erscheinungen 
auf inneren oder aéuSeren Ursachen beruhen, und welche Be- 
deutung ihnen zugesprochen werden mu, kann auf Grund 
des nur spiarlichen Tatsachenmaterials natiirlich nicht ent- 
schieden werden. 





Vorliegende Untersuchungen wurden am botanischen In- 
stitut der Universitat Wiirzburg ausgefiihrt. Herrn Professor 
Dr. Kniep sage ich fiir die mannigfachen Ratschlége und die 
mir stets freundlichst gewahrte Unterstiitzung herzlichen Dank. 
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Von 


Emil Fischer. 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Dezember 1916.) 


Die Methoden der Polypeptidsynthese sind so mannig- 
faltig, dafi sie fiir alle Aminoséuren, die bisher aus Proteinen 
erhalten wurden, benutzt werden k6nnen, und fiir die ein- 
fachen Monoaminomonocarbonsiiuren gestatten sie den Aufbau 
langer Ketten mit vielfachen Variationen in der Reihenfolge. 
Es ist drum kein bloBes Spiel mit Zahlen, wenn man die ge- 
gebenen Mdglichkeiten berechnet,?) und ich habe mich der 
kleinen Mihe unterzogen, weil die Resultate ein gewisses Inter- 
esse fiir biologische Betrachtungen, z. B. tiber Verschiedenheit 
der Rassen und Individuen, tber Vererbung u. dgl. bieten. 

Ich beschriinke mich auf die 19 Aminosduren, die bisher 
als Spaltprodukte der Proteine mit Sicherheit beobachtet 
worden sind. *) 

‘) Auszug aus der Abhandlung, die der Akademie der Wissen- 
schaften zu Berlin am 27. Juli 1916 vorgelegt wurde. Vgl. Sitzungs- 
berichte 1916, S. 990—1008. 

*) Fiir andere Gruppen organischer Verbindungen sind _ solche 
Rechnungen liingst ausgefiihrt. Z.B. hat E. Cayley die Isomerie der 
Paraffine behandelt in der Abhandlung «Uber die analytischen Figuren, 
die in der Mathematik Biiame genannt werden, und ihre Anwendung auf 
die Theorie chemischer Verbindungen> (Ber. d. D, Chem. Ges., Bd. 8, 
S. 1056 [1875]. Ferner hat H. Kaufmann unter dem Titel «<Isomerie- 
zahlen beim Naphthalin> eine allgemeine mathematische Formel fiir deren 
Berechnung gegeben. (Ber. d. D. Chem. Ges., Bd. 33, S. 2131 [1900].) 

8) Das Ornithin ist in der Tabelle mit einem * bezeichnet, weil 
es zweifelhaft erscheint, daf es einen selbstandigen Bestandteil der Pro- 
teine bildet; denn es kann bei der Hydrolyse sekundér aus Arginin ent- 
stehen. Aber fiir die Synthese der Polypeptide ist es sicherlich ein wert- 
volles Material. Die a-Aminobuttersdure habe ich nicht aufgenommen, 
weil alle alteren Angaben iiber ihre Bildung bei der Hydrolyse der 
Proteine bei der Nachpriifung mit den heutigen Methoden sich als unzu- 
reichend erwiesen haben. Ich muf aber zufiigen, dafi sie neuerdings von 
E. Abderhalden bei der enzymatischen Spaltung des Lupinensamen- 
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Gewohnliche Aminosiuren oder Monoaminomono- 


carbonsauren. 
Glykokoll (M.-G. 75) : 
Alanin ( » 89) 
Valin ( 117) 
Leucin ( » 181) 
_ Isoleucin ( » 181) 
\\4 Norleucin ( » 181) 
Serin ( » 105) 
Phenylalanin ( » 165) 
Tyrosin ( » 181) 
Cystin ( » 240) 


Aminodicarbonsauren. 


Asparaginsaure (M.-G. 133) 
Glutaminsiure ( » 147) 


Diaminosauren. 
*Ornithin (M.-G. 132) 
Lysin ( » 146) 
Arginin ( » 174) 


Heterocyklische Aminosduren. 





dd Prolin (M.-G. 115) 
Oxyprolin ( » 1381) 
Histidin ( » 155) 
Tryptophan ( » 204) 
. Wiirde es sich nur um Monoaminomonocarbonsiuren 


handeln und alle Verbindungen nach dem Schema —CO—NH— 





Eiweifies wieder isoliert und sicher identifiziert wurde (Abderhalden, 
Lehrbuch d. physiol. Chem., 3. Auflage, S. 316). 

Auch die von Abderhalden und mir beschriebene sogenannte 
Diamino-Trioxydodecansaiure ist weggelassen, weil nicht allein ihre 
Struktur, sondern auch ihre Individualitaét als selbstandige Aminosdure 
zweifelhaft geworden ist. Dasselbe gilt fir die komplizierten Sduren, die 
Skraup und andere bei der Hydrolyse des Caseins und sonstiger Pro- 
teine erhalten haben wollen. 
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konstruiert sein, so ware die Zahl der Formen wiedergegeben 


durch den Ausdruck 1.2.3.4...... n oder 

{1] n!, 
wenn n die Anzahl der im Molekiil enthaltenen Aminoséiuren 
ist und diese alle untereinander verschieden sind. 

Die Werte fiir »! sind leicht zu berechnen, solange 
nicht zu groB ist. Man findet sie in den Lehrbiichern der 
Kombinatorik. Zudem hat E. Abderhalden sie mit Riicksicht 
auf die Polypeptide in seinem Lehrbuch der physiologischen 
Chemie bis n = 20 angefiihrt. 

z.B. 19! ist 1,216- 101" (abgerundet). 

Bei héheren Werten wird die Rechnung durch einfache 
Multiplikation immer miihsamer. Da man aber auch mit 
solchen Zahlen spiéter bei den Polypeptiden und Proteinen zu 
tun haben wird, so mag eine andere fiir die Rechnung be- 
quemere Formel, die ich der Gite meines Kollegen Herrn 
Max Planck verdanke, hier Platz finden: - 


[2] n! = (“) Vien (1 7a — eas ) 

Fiir 30! ergibt sie 2,653 - 1032 (mit einer Genauigkeit 
von etwa !/4 Prozent). 

Wenn das Molekiil des Polypeptids n Aminosdéuren ent- 
hilt, die nicht alle verschieden sind, so wird die Zahl der 
Isomeren kleiner. 

Angenommen, es seien a von gleicher Art und 0 eben- 
falls von gleicher Art, so ergibt sich als Zahl der Isomeren 

re n! 

9) alo! 

Als praktisches Beispiel fiihre ich an das Octadecapeptid 
(18-Peptid), das ich vor 9 Jahren synthetisch darstellte.1) Es 
enthalt 15 Mol. Glykokoll und 3 Mol. Leucin. Nach der Syn- 
these ist die Reihenfolge der Aminosdéuren eindeutig bestimmt. 
Aber es gibt isomere 18-Peptide der gleichen Zusammensetzung. 

18! (16-17. 18 — 816 





15!- 3!” = 1-2-8 
') Berichte d. D. Chem. Ges., Bd. 40, S. 1754 (1907). 
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Kiirzlich haben E. Abderhalden und A. Fodor’) nach 
denselben Methoden ein 19-Peptid bereitet, das noch ein Leucin 
mehr als das vorstehende enthalt. 

Hier wird die Zahl der Isomeren 

19! 16-17-18. 19 
- Sage ee > os 3876. 
15! - 4! 1:2-3-4 

Obige Formeln fiir die Zahl der Isomeren gelten nur 
unter der Voraussetzung, dab die Peptidbindung stets dem 
Schema —CO—NH— entspricht. Ich habe aber friiher?) schon 
betont, daf man auch mit der tautomeren Form —C(OQH)=N— 
rechnen muS. Einige Beobachtungen deuten darauf hin, dab 
beide Formen bei den einfachen Polypeptiden vorkommen. 
Insbesondere hat auch das genauere Studium der Isomerie, 
die ich bei den Carbathoxylderivaten der Glycylglycinester oder 
den entsprechenden Doppelamiden beobachtete, durch Hrn 
Leuchs zum gleichen Schluf gefiihrt.%) 

Das wiirde fiir jede Peptidbindung 2 Formen geben. Da 
bei n Aminosiiuren die Zahl der Peptidbindungen n-—1 ist, so 
wachst die Zahl der Formen um 2“~), 

Aus Formel |i] wird also 

[4] al. gr” 
Beriicksichtigt man ferner noch die optische Isomerie, so er- 
gibt sich, wenn die Zahl der asymmetrischen Kohlenstoffatome 
gleich k& gesetzt wird 

[5] ar. ge. 

Da das praktische Interesse sich aber auf die in der 
Natur vorkommenden Aminosdéuren beschrinkt und diese bis- 
her immer nur in einer optischen Form gefunden wurden, so 
wird der Ausdruck [5] selten in Betracht kommen. 
Kombiniert man [4] mit [3], so ergibt sich 

nt. 20) 
a! + 6! 
') Berichte d. D. Chem. Ges., Bd. 49, S. 561 (1916). 
2) Ebenda, Bd. 39, S. 568 (1906). 
8) H. Leuchs und W. Manasse, Berichte d. D. Chem. Ges., Bd. 40, 


S. 3235 (1907); ferner Leuchs und F. B. La Forge, Berichte d. D. Chem. 
Ges., Bd. 41, S. 2586 (1908). 


(6) 
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Handelt es sich nur um die einfachen natiirlichen Amino- 
siuren, so gestattet dieser Ausdruck die Zahl der isomeren 
Polypeptide zu berechnen, sobald die Anzahl und die Art der 
Aminosiuren, die das Molekiil des Polypeptids enthalt, be- 
kannt sind. 

Will man auch von der Tautomerie der Amidgruppen 
absehen, so geniigt fiir den gleichen Zweck Formel [3]. 

Komplizierter werden die Verhiltnisse bei den Amino- 
dicarbonsaéuren und den Diaminoséuren, weil die Peptidbindung 
an drei Stellen eintreten kann. Hier sind verschiedene Fille 
zu unterscheiden, bei deren Betrachtung ich optische Isomerie 
und Tautomerie nicht mehr beriicksichtigen werde. 

Obschon bisher nur 2 Aminodicarbonsdéuren (Asparagin- 
und Glutaminsiure) in den natiirlichen Proteinen gefunden 
wurden, so scheint es mir doch zweckmabig, die Zahl der 
Isomeren fiir eine unbegrenzte Anzahl der Dicarbonsiéuren zu 


entwickeln. 


Polypeptide, die Aminodicarbonsauren enthalten. 


Wenn nur Aminodicarbonsaéuren vorhanden und diese 
alle untereinander verschieden sind, so gilt fiir n-Peptid die 
Forme! : 


4] (n -+- 1)! 
Werden einige (a) darunter gleich, so wird aus der vorigen 
Formel der Ausdruck 
(2 n)! 
[8] , , 
a!+-(n-+ 1)! 
Treten noch gewodhnliche Aminoséuren hinzu und be- 
triigt die Zahl der Aminodicarbonsiuren A, so ist Formel [7] 
zu andern in 





(n-+ A)! 
9] (4-41)! 


daraus folgt dann ferner fiir 
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n-Peptide aus A Aminodicarbonsduren, von denen 6 

und ¢ untereinander gleich sind, und (n—A) gew6hn- 

lichen Aminosiuren, von denend unde untereinander 
gleich sind, 


der allgemeine Ausdruck 
[10] reer se 


Die ausfiihrliche Ableitung der Formeln 7—10 findet sich 
in der erwiihnten Abhandlung in den Sitzungsberichten der 
Berliner Akademie. 


Peptide der Diaminosduren. 


Ebenso wie bei den Aminodicarbonsaduren liegen die 
Verhaltnisse bei den Diaminomonocarbonsiéuren, dem Ornithin, 
Lysin und auch bei dem Arginin, wenn man bei letzterem die 
einschrainkende Annahme macht, dai die Guanidogruppe in 
bezug auf Peptidbildung sich genau so verhilt, wie die Amino- 
gruppe. 

Infolgedessen gelten fiir die Isomerie der Peptide, welche 
diese Diaminosiuren fiir sich allein oder in Kombination mit 
den gewohnlichen Aminosduren enthalten, alle die Ausdriicke, 
die zuvor bei der Asparaginsiure und Glutaminsdure ent- 
wickelt wurden. 

Einen besonderen Fall aber bieten die 


be il 
Peptide von Diaminosiuren und Aminodicarbonsiuren. 


Schon bei den Dipeptiden ist die Zahl der Isomeren 5, 
wihrend sie bei der Kombination von 2 verschiedenen Di- 
aminosduren oder 2 Aminodicarbonsdéuren nur 4 betragt. 


Fiir ein n-Peptid aus 1 Diaminoséure, 1 Aminodicar- 
bonsaure und (n—2) gewohnlichen, untereinander ver- 
schiedenen Aminosiuren 


gilt die Formel 


aa 5 (n+ 2) 


. 2 
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Bei Tripeptiden aus 1 Diaminosdure und 2 verschie- 
denen Aminodicarbonsiduren oder umgekehrt aus 2 Di- 
aminoséduren und 1 Aminodicarbonsdure 


betrigt die Zahl der Isomeren 44. 
Treten dazu noch gewohnliche Aminosduren, so ergibt 


sich fiir 
n-Peptide aus 2 verschiedenen Aminodicarbonsauren, 


1 Diaminosdure (oder umgekehrt) und (n—3) gew6hn- 


lichen Aminosdéuren 
der Ausdruck 
19) 44 ° (1 4- 3)! 


6! 


Tetrapeptide aus Aminodicarbonsaduren und 
Diaminosduren. 


Hier sind zwei Faille zu unterscheiden. 

Fiir die Kombination von 3 verschiedenen Aminodicar- 
bonsaiuren und 1 Diaminosiure (oder umgekehrt) ist die Zahl 
der Isomeren 558. Treten noch gewohnliche Aminosauren zu, 


so gilt die Formel 


DD8 (n -+- 4)! 
113] 158 (n -+- 4) 


8! 

Fiir das Tetrapeptid aus 2 verschiedenen Aminodicarbon- 
siiuren und 2 verschiedenen Diaminosauren ist die Zahl der 
Isomeren 656 und fiir ein n-Peptid, das durch weiteren Zutritt 
von (7—4) gewohnlichen Aminosduren entsteht, gilt 
656 + (n + 4)! 

8! 
Pentapeptide aus Aminodicarbonsauren und 
Diaminosauren. 


Auch hier gibt es 2 verschiedene Fille, je nachdem die 
Dicarbonsiiuren zu den Diaminosauren im Verhialtnis 1:4 oder 


2:3 stehen. 
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Mein Assistent, Herr Dr. Max Bergmann, der sich an 
diesen Betrachtungen mit grofem Kifer und Geschick beteiligte, 
hat die Rechnung auch hier ausgefiihrt und gefunden 

fiir das Verhaltnis 1:4... 9264 Formen, 
» » » 2:3... 12360 » 


Treten zu obigen beiden Pentapeptiden noch (n—5) ge- 
wohnliche Aminosduren, so gelten die Formeln 
9264 - (n -+- 5)! 
[15] scenes" oinamaaas 
10! 
und 
ics 12360 « (n -+- 5)! 
10! 

Alle oben angefiihrten Isomeriezahlen fiir die gemischten 
Formen aus Aminodicarbonséuren und Diaminosauren (also 
die Werte 5, 44, 558, 656, 9264, 12360) sind empirisch er- 
mittelt worden, und es hat sich bisher kein einfacher allge- 
meiner Ausdruck daraus ableiten lassen. 


Von den Aminosiéuren mit stickstoffhaltigem Ring ist das 
Prolin sowohl am Carboxyl wie an der Iminogruppe zur Peptid- 
bildung befahigt, und dasselbe darf man deshalb auch fiir das 
Oxyprolin annehmen. Beide sind also in bezug auf die Zahl 
der isomeren Peptide den gewohnlichen Aminoséuren gleich 
zu setzen. 

Bei dem Tryptophan und Histidin sind nur Peptide be- 
kannt, die durch Verkettung des Carboxyls oder der Amino- 
gruppe zustande kommen. Ob auch die im Ring befindlichen 
NH-Gruppen dazu befahigt sind, ist bisher nicht gepriift worden. 
Bei der geringen Basizitét dieser Gruppen wird man wohl 
neue Methoden fiir den Aufbau derartiger Peptide suchen 
miissen. Aus demselben Grunde ist es mir recht zweifelhaft, 
daB in den Proteinen solche Bindungen vorhanden sein kénnten. 

Einen besonderen Fall bietet endlich das Cystin 


COOH . CH - CH, -S—S - CH, - CH - COOH 


| | 
NH, NH, 








62 Emil Fischer, 


Ob es selbst oder sein Hydroderivat, das Cystein 
HS . CH, - CH - COOH 
NH, 

in den Proteinen enthalten ist, konnte bisher nicht sicher ent- 
schieden werden. Ich halte beides fiir wahrscheinlich. Cystein 
ist in bezug auf Peptidbildung den gew6hnlichen Aminosauren 
gleich. Beim Cystin gestalten sich die Verhiltnisse etwas 
anders. 

Infolge des symmetrischen Baues sind die beiden Car- 
boxyle und die beiden Aminogruppen gleichwertig. Also kann 
die Anfiigung einer gewOhnlichen Aminoséure, z. B. Glykokoll, 
nur an 2 Stellen erfolgen, und das Peptid bildet nur die beiden 


Formen 
COQOH . CH. CH,-S-S-CH,-CH-CO-.NH.- CH, - COOH 


| | 
NH, NH, 


COOH - CH. Ctl,.-S-S-CH,-CH- COOH 


| | 
NH, NH - CO. CH, - NH, 


Aber durch den Zutritt des Glykokolls ist das Molekil un- 
symmetrisch geworden, und eine dritte gewOhnliche Amino- 
siiure wiirde nun an 5 verschiedenen Stellen eingefiihrt werden 
k6nnen. 
Die Zahl der Isomeren fir ein Tripeptid aus 1 Cystin 
und 2 gewodhnlichen Aminosiuren steigt also auf 2-5 = 10. 
Daraus folgt fiir ein 


n-Peptid aus 1 Cystin und (n—1) gewohnlichen, unter- 
einander verschiedenen Aminosduren: 
n+ 2)! 
[17| Zahl der Isomeren ae E 


Da bei unvollkommener hydrolytischer Spaltung der 
Proteine bekanntlich Di- und Tripeptide entstehen und es 
deshalb wiinschenswert ist, die mégliche Anzahl der Isomeren 
zu kennen, so fiige ich noch einige Ausdriicke zu, welche die 
Berechnung allgemein gestatten. Sie gelten nur fir die 


























Isomerie der Polypeptide. 63 


gewohnlichen Aminosiiuren (Monoaminomonocarbonsiuren) und 

ohne Beriicksichtigung von Tautomerie oder optischer Isomerie. 
Anzahl der Dipeptide, die aus mn gewoéhnlichen unter- 

einander verschiedenen Aminosiuren entstehen kénnen, 


[18] n(n—1) 
Anzahl der Tripeptide 
{19] n(n—1) (n—2) 
Die allgemeine Formel fiir die Anzahl der a-Peptide, die aus 


m gewOhnlichen, untereinander verschiedenen Aminosauren 
entstehen kOnnen, ist 


20 mn 
(20) (n—a) ! 
z. B. die Zahl der Tetrapeptide, die aus 8 gewohnlichen Amino- 
. , 8! 
sdéuren entstehen kénnen, betragt TT 1680 
Proteine. 


Dafi in den Proteinen Amidbindungen vorkommen, ist 
durch die Entstehung von Di- und Tripeptiden bei der partiellen 
Hydrolyse erwiesen, und manche Beobachtungen, wie die 
Biuretreaktion, das Verhalten gegen Fermente, die relative 
Bestandigkeit gegen Saéuren und Alkalien deuten weiter darauf 
hin, da diese Peptidbindungen die Hauptrolle spielen. 

Allerdings sind auch noch andere Modglichkeiten vor- 
handen, und ich habe schon vor 10 Jahren darauf hinge- 
wiesen,!) dafi die Anwesenheit von Piperazinringen oder von 
Ather- bezw. Estergruppen, bedingt durch die Hydroxyle der 
Oxyaminosduren, in manchen Proteinen nicht unwahrscheinlich 
sel. Dagegen halte ich Kohlenstoffbindung zwischen den ver- 
schiedenen Aminosduren fiir héchst unwahrscheinlich; denn 


auch die Form der a-Ketoséuren: 
COOH 


Pl 
CO NH, 
| | 
CH-NH, C 


‘) Ber. d. D. Chem. Ges., Bd. 39, S. 607 (1906). 
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die H. Schiff!) fiir die Polyaspartséiuren annahm und die 
F. Hofmeister?) 1902 bei den Proteinen noch fiir méglich 
hielt, steht im Widerspruch mit ihren Ejigenschaften. Sie 
wirden dann ja eine a-Aminoketogruppe enthalten, die sich 
durch grofe Empfindlichkeit gegen alkalische Oxydationsmittel, 
z. B. Fehlingsche Losung, auszeichnet und wiirden auBerdem 
noch in naher Beziehung zu dem a-Aminoacetessigester stehen, 
dessen grobe Unbestindigkeit bekannt ist.) 

Wenn man aber auch von allen Komplikationen der Ver- 
kettung absehen will, so bleibt mit den Peptidbindungen allein 
die Isomerie der Proteine noch mannigfaltig genug. Darauf 
hat bereits F. Hofmeister hingewiesen in dem eben erwihnten 
Vortrag, wo er das Proteinmolektil mit einem Mosaikbild von 
verschiedenfarbigen und verschiedengestalteten Steinen ver- 
gleicht und die «schier unerschépfliche Zahl der Kombinationen » 
hervorhebt. Der schon vorher ausgesprochenen Vermutung, 
daB in dem Eiprotoplasma jeder Pflanzen- und Tierspezies 
eine besondere Art von Eiweifkkérpern vorkomme, stehe des- 
halb vom chemischen Standpunkt aus keine Schwierigkeit im 
Wege. Allerdings legte Hofmeister seinen Betrachtungen ein 
Eiweifmolektil von etwa 125 Kernen (Aminosiuren) zugrunde, 
wie es in dem Hiimoglobin gegeben sei. 

Nach meiner Ansicht sind aber die Methoden, die man 
zur Bestimmung der MolekulargréBe der Hiimoglobine ange- 
wandt hat, weniger sicher, als man friiher annahm. Obschon 
sie hiibsch krystallisieren, ist die Garantie der Einheitlichkeit 
doch nicht gegeben, und selbst wenn man diese zugeben und 
damit die Richtigkeit eines Molekulargewichts von 15000 bis 
17000 fiir manche Hamoglobine anerkennen will, so ist doch 
noch immer zu beachten, dafB das Hématin nach allem, was 
wir von seiner Struktur wissen, mehrere Globinreste fixieren 
kann. Wenn diese nun untereinander gleich sind, so wiirde 


') Ber. d. D. Chem. Ges., Bd. 30, S. 2449 (1897). Ann. Chem., 
Bd. 303, S. 183 (1898). 

®) Vortrag auf der Naturforscherversammlung zu Karlsbad 1902. 

5) S. Gabriel und Th. Posner, Ber. d. D. Chem. Ges., Bd. 27, 
S. 1141 (1894). 
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das Isomerieproblem des Hiimoglobins auf die Isomerie des 
viel kleineren Globinmolekiils reduziert sein. 

Dagegen stimme ich der Meinung von Hofmeister und 
vielen anderen Physiologen gerne bei, daf} Proteine von 
4000—5000 Molekulargewicht keine Seltenheit sind. Wenn 
man als mittleres Molekulargewicht der Aminosiiuren die Zahl 
142 annimmt, so wiirde das einem Gehalte von etwa 30 40 
Aminosiiuren entsprechen. 

Ferner enthalten die biologisch wichtigsten Proteine, 
auch die krystallisierten, fast alle friher angefiihrten Amino- 
siuren und selbst die Protamine, die urspriinglich eine sehr 
einfache Zusammensetzung zu haben schienen, sind doch 
durch die Entdeckung ihres Gehaltes an Monoaminosiiuren 
mehr und mehr in die Klasse der komplizierten Gebilde 
hinaufgeriickt. : 

Man darf allerdings nicht vergessen, dafi die Unsicherheit 
iiber die Einheitlichkeit der Stoffe auch alle Schliisse tiber die 
Zusammenseizung des Molekiils gefiihrdet. Immerhin halte ich 
es fiir wohl méglich, dah in den typischen Proteinen die Mehr- 
zahl der obigen Aminosiiuren vorhanden sind. Um eine Be- 
rechnung der Isomeriefille vornehmen zu kOnnen, will ich 
deshalb als recht wahrscheinlichen Fall ein Proteinmolekil 
wiahlen, das aus 30 Mol. Aminosaéuren besteht, von denen 
18 untereinander verschieden sind; dann wiirden 12 Amino- 
siuren mehrfach vorhanden sein. Angenommen, es seien 2, 
ferner 3 und 3, dann 4 und endlich 5 Aminosiuren unter- 


einander gleich, so wiirde die Zahl der Isomeren nach der 
30! 2,653 - 10% 


Formel [3] betragen : 21.81.31. 41.51 = 907 360 
= 1,28 - 10”? (abgerundet), d.i. mehr als tausend Quadrillionen. 
Dabei ist die Tautomerie der Peptidgruppe noch nicht beriick- 
sichtigt. Ferner ist angenommen, dafi die Verkettung der 
Aminoséuren nur in der einfachsten Weise erfolgt ist, wie es 
bei den Monoaminomonocarbonsiuren geschieht. 

Die Zahl wiirde noch auferordentlich wachsen, wenn man 
die verschiedenen Bindungsformen der Aminodicarbonséuren 
und der Diaminosiéuren mit in Betracht zige, wie es bei den 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, IC. a 
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Polypeptiden geschehen ist. Ob solche Formen tatsichlich 
bei den Proteinen vorhanden sind, laBt sich allerdings zurzeit 
schwer beurteilen. Uber die Bindung der Aminodicarbonsiuren 
ist so gut wie gar nichts bekannt. Wir wissen nur, daf bei 
ihnen der Uberschu8 an Carboxyl in den Proteinen durch 
amidartig gebundenes Ammoniak oder auch durch eine ent- 
sprechende Menge Diaminosdure neutralisiert ist. 

Etwas besser studiert sind die Diaminoséuren. Schon 
vor 10 Jabren haben Zd. H. Skraup und Ph. Hoernes'’) ge- 
zeigt, dai beim Casein und Leim durch Behandlung mit sal- 
petriger Saéure der Lysinanteil zerstOrt wird, waéhrend die an- 
dern Aminosiiuren, insbesondere auch das Arginin, erhalten 
bleiben. 

Die Wirkung der salpetrigen Siéure ist dann von D. D. 
van Slyke?) ausfiihrlich untersucht und zu einem recht brauch- 
baren Verfahren fiir die Unterscheidung intakter Aminogruppen 
von andern stickstoffhaltigen Gruppen ausgebildet worden; 
denn unter gewissen Bedingungen wird nur die freie Amino- 
gruppe in Stickstoff verwandelt, wihrend der ringformig ge- 
bundene (Piperidin und Piperazin, Imidazolring) oder der Stick- 
stoff der Guanidingruppe und der Peptidgruppe (mit Ausnahme 
des Glycyglycins*) unversehrt bleiben. 

Ks lag also nahe, aus den Beobachtungen von Skraup 
zu folgern, daB bei dem Lysin des Caseins und Glutins eine 
Aminogruppe frei sei. Ferner ist A. Kossel bei den Protaminen 
zu dem Schlusse gelangt, da& die Guanidogruppe des Arginins 
nicht amidartig verkuppelt sei. 

E's wiire aber verfriiht, diese Schliisse zu verallgemeinern 
und die Méglichkeit einer andern Bindungsform fiir die Diamino- 
siuren ganz zu leugnen. 

‘) Monatshefte der Chemie, Bd. 27, S. 631 und 653 (1906); Bd. 28, 
S. 447 (1907). 


2) Ber. d. D. Chem. Ges., Bd. 43, S. 3170 (1910). 
*) Vgl. E. Fischer und Kélker, Ann. d. Chem., Bd. 340, S. 177 


(1905). 
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Nachweis und Bestimmung von Ameisensaure in Fleisch- 
extrakten. 
Von 


Ernst Waser (Ziirich). 


Mit einer Kurvenzeichnung. 


Der Redaktion zugegangen am 31, Dezember 1916.) 


Vor kurzem veroffentlichte F. Adam!) aus der k. k. all- 
gemeinen Untersuchungsanstalt fiir Lebensmittel in Wien eine 
Arbeit iiber die Ameisensaure als Bestandteil von Suppenwiirzen 
und -wiirfeln.2) Dies gibt mir Veranlassung, auf Versuche 
zuriickzukommen, die ich vor langerer Zeit iiber das nimliche 
Thema angestellt habe, die ich aber nicht publizieren wollte, 
weil sie mir zu wenig allgemeines Interesse zu bieten schienen. 

Der Gehait der fertigen Produkte an Ameisensiiure 
schwankt innerhalb gewisser Grenzen, die jedenfalls in enger 
Beziehung zum Stiirkegehalt der verwendeten Ausgangsstoffe 
stehen. Es ist zwar mdglich, dah sich die Ameisensiure 
nebenbei auch aus andern Substanzen bildet; Brasch und 
Neuberg*) haben sie in grofen Mengen beim Faulen von 
GlutaminséurelOsungen erhalten und ich halte es auch _ nicht 
fiir ausgeschlossen, dah aus dem Eiweifi seibst Ameisensaure 
abgespalten werden kann. 

Die von F. Adam (loc. cit.) angegebenen Werte fiir 
Ameisensdure stimmen ziemlich gut mit den meinigen iiberein, 
so dafi ich auf die Wiedergabe meiner Untersuchungen, so 
weit sie auf dem auch von Adam bearbeiteten Gebiete liegen, 
hier wohl verzichten kann. Ich beschrankte mich jedoch 
nicht auf den Nachweis und die quantitative Bestimmung der 
Ameisensiiure in Produkten pflanzlichen Ursprunges, sondern 


') F. Adam, Archiv fiir Chemie und Mikroskopie, 1916, Heft 3. 
*) Unter «<Suppenwirfel» sind in Osterreich die unter der Bezeich - 
nung «Rindssuppewiirfel» im Handel befindlichen Fleischbriihwiirfel 


gemeint. 
5) Brasch und Neuberg, Biochemische Zeitschrift, Bd. 13, 5. 303 


(1908). 
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ich bezog auch Fleisch, Fleischbriihe und Fleischextrakte in 
die Reihe meiner Versuche ein. Dabei stieB ich auf recht 
interessante Tatsachen, die ich nun doch ver6ffentlichen 
mochte. 

Unterwirft man einen Fleischextrakt irgendwelcher 
Herkunft unter Zusatz von Phosphorsiiure oder Weinsiéure 
der Wasserdampfdestillation, so zeigt das Destillat nach vor- 
ausgegangener Reduktion mit Magnesium und Salzsaure eine 
oft sehr intensive Reaktion auf Formaldehyd. Da diese Re- 
aktion mit nicht reduziertem Destillat ausbleibt, so ist damit 
der Nachweis des Vorhandenseins von Ameisenséure mit 
Sicherheit erbracht. Nachdem ich mich tiberzeugt hatte, dah 
dieser merkwiirdige Befund nicht zufillig war, sondern in 
mehr oder weniger ausgeprigtem Ma8e bei allen mir erreich- 
baren Fleischextraktsorten erhalten wurde, ging ich daran, 
liber die Mengenverhiltnisse zwischen Ameisenséiure und 
Fleischextrakt genaueren AufschluB zu suchen. , 

Nach zahlreichen Vorversuchen, in die auch titrimetrische 
Methoden einbezogen wurden, hatte ich schon bei der Unter- 
suchung der vegetabilischen Produkte als weitaus besten und 
einfachsten Weg zur quantitativen Bestimmung der Ameisen- 
siure ein Verfahren erkannt und gewahlt, das namenlich von 
H. Fineke!) in einer schénen Studie auf das exakteste aus- 
gearbeitet worden ist. Es beruht auf der Reduktion von 
Sublimat zu Kalomel, die mit Hilfe der Ameisenséure zu- 
stande kommt, und die durch geeignete Bedingungen quan- 
titativ gestaltet wird. Diese Methode, die ich hier wieder 
mit Erfolg beniitzte, ist auch von F. Adam angewendet 
worden. Ich kann auf eine nihere Beschreibung derselben 
umsomehr verzichten, als sich alle Einzelheiten mit jeder 
wiinschbaren Genauigkeit in der eben erwiihnten Arbeit von 
H. Finecke nachlesen lassen. Das Verfahren bietet den 
Hauptvorteil, daf die Ameisensiiure trotz gleichzeitiger An- 
wesenheit von Léavulinsiure bestimmt werden kann. Diese 
Siiure, die im Fleischextrakt allerdings noch nicht mit Sicher- 
heit nachgewiesen worden ist, kommt in den Hydrolysen- 


') H. Fincke, Biochemische Zeitschrift, Bd. 51, S. 253 (1913). 


2 
‘ 





ao a ae 





Nachweis und Bestimmung von Ameisensaure in Fleischextrakten, 69 


produkten aus pflanzlichen Stoffen in nachweisbarer Menge 
vor. Da das Doppelsalz von Liivulinsiiure und Quecksilber- 
chlorid in Wasser sehr schwer loslich ist, kénnte es bei der 
Bestimmung des Kalomels leicht mitgewogen werden. Sorgt 
man aber fiir geniigenden Zusatz von Salzsiure, in der das 
Doppelsalz leicht léslich ist, so kann diese Fehlerquelle gut 
vermieden werden. 

Gewohnlich wog ich fiir eine Bestimmung 10—20 g 
Fleischextrakt ab, léste in 100 ccm Wasser und setzte fiir 


jedes Gramm Fleischextrakt 3 ccm 6°/oige Phosphorsiaure zu. 


Diese L6sung wurde der Wasserdampfdestillation unterworfen, 
wobel darauf geachtet wurde, daB das Volumen der Extrakt- 
ldsung stets gleich blieb. Im allgemeinen wurden 1500 ccm 
Destillat aufgefangen. 200 ccm davon wurden nach kurzem 
Aufkochen mit "/:o-NaOH unter Phenolphthaleinzusatz zur Be- 
stimmung der fliichtigen Siuren titriert. Die tibrigen 1300 cem 
wurden zur quantitativen Bestimmung der Ameisensiéiure 
mittels der Sublimatmethode verwandt. Da die Ameisensiiure 
mit Wasserdimpfen relativ schwer fliichtig ist (s. Fincke, 
loc. cit.), so iiberzeugte ich mich durch mehrfache Versuche, 
ob bei verliingerter Wasserdampfdestillation noch nennens- 
werte Mengen dieser Séure mitgerissen werden. Dies war 
nicht der Fall, denn die in weiteren 1500 ccm Destillat ge- 
fundene Menge Ameisensiiure war so gering, daf sie héchstens 
zur Aufrundung der im ersten Destillat bestimmten Menge 
dienen kénnte. Ein Beispiel mége dies kurz darlegen: 

Abgewogen 13,5769 g@ Fleischextrakt F. 1; geldst in 
100 cem Wasser + 40 cem 6°/oige Phosphorsiure: Wasser- 
dampfdestillation : 

Erstes Destillat: 1500 cem. Die davon verwendeten 
1300 ecm mit Sublimat behandelt ergaben 0,0989 g Kalomel, 
entsprechend 0,0819 g Ameisenséure in 100 g Extrakt. 

Zweites Destillat: 1500 ccm. 1300 ccm davon er- 
gaben nur 0,0106 g Kalomel, entspr. 0,0088 g Ameisensiure 
in 100 g Extrakt. 

Noch war die Modglichkeit nicht ausgeschlossen, dal die 
im Fleischextrakt enthaltenen Kohlenhydrate wie Glykogen, 
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Glykose und Inosit, oder auch die Milchséure unter dem 
Einflusse der Mineralséure Ameisensaéure abspalten kénnten. 
Wie ich weiterhin darlegen werde, ist dies unter den ge- 
wihlten Bedingungen nicht der Fall: immerhin stellte ich auch 
einige Destillationsversuche an, bei denen die zum Ansiiuern 
verwendete Phosphorsiure durch Weinséure ersetzt wurde. 

Z. B.: Abgewogen 12,9008 g Fleischextrakt F.1I; zusammen 
mit 3,0 g Weinsaéure gelést in 150 ccm Wasser: Wasser- 
dampfdestillation : 

Erstes Destillat: 1500 ecem; 1300 cem davon ergaben 
0,0692 g Kalomel, entspr. 0,0603 g Ameisensiure in 100 g 
Fleischextrakt. 

Zweites Destillat: 1500 ccm; 1300 ccm davon ergaben 
0,0099 g Kalomel, entspr. 0,0086 g Ameisenséure in 100 g 
Fleischextrakt. , 

Der Versuch ergab also etwas weniger Ameisensdure- 
gehalt des gleichen Extraktes, als dem Mittel aus verschie- 
denen Bestimmungen mit Phosphorséure entsprach. Das Manko 
ist aber recht klein und es laBt sich auBerdem zwanglos da- 
durch erkliren, dai infolge der viel geringeren Aciditat die 
Ameisensiiure noch schwerer als sonst aus der wisserigen 
Losung auszutreiben ist. 

Um die Frage nach der Herkunft der Ameisensiiure im 
Fleischextrakt wenigstens vorliufig zu entscheiden, unternahm 
ich die folgenden Versuche: 

1. Eine kleine Probe Glykogen wurde mit Magnesium 
und Salzsiiure behandelt und das Filtrat mit frischer Milch 
und eisenchloridhaltiger Salzséure vergeblich auf Formaldehyd 
gepriift. 

Nun wurde 1,0 g Glykogen mit 500 ccm destilliertem 
Wasser wihrend 2 Stunden bei 70° digeriert, im Vakuum 
eingedampft und die nunmehr sehr konzentrierte L6sung nach 
Zusatz von 30 cem 6°/oiger Phosphorséiure der Wasser- 
dampfdestillation unterworfen. Die Folge der Operationen 
und auch die Konzentration entsprachen ziemlich genau dem 
Vorgehen bei der Herstellung des Fleischextraktes. Das De- 
stillat wurde wie gewOhnlich mit Sublimat behandelt, es zeigte 
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aber nicht die geringste Reduktionswirkung, so daf die An- 
nahme der Entstehung der Ameisenséiure aus dem Muskel- 
glykogen sehr wenig Wahrscheinlichkeit besitzt. 

2. 1,0 g Inosit wurde den gleichen Operationen, wie 
ich sie soeben schilderte, unterworfen, allein auch hier wurde 
keine Spur von Ameisenséure gefunden. 

3. Bei der Behandlung des Destillates von 10 g Trauben- 
zucker mit Sublimat entstand wenigstens eine merkliche Trii- 
bung, das entstandene Kalomel lohnte aber eine Wiigung nicht. 

4. 10 g Milchséure wurden wie beim Glykogen ange- 
geben behandelt, aber auch hier ergaben sich nicht die ge- 
ringsten Anhaltspunkte fiir eine Entstehungsmdéglichkeit der 
Ameisensiure. 

Nimmt man an, daf diese 4 Substanzen die am meisten 
in Betracht fallenden, wenn nicht die einzigen Ameisensiure- 
bildner des Muskelfleisches sind, so resultiert aus diesen Ver- 
suchen, dafi die Ameisensiiure nicht erst bei der Herstellung 
des Fleischextraktes entsteht, sondern dai sie im Muskel- 
fleisch vorgebildet ist und als solche in den Extrakt tibergeht. 
Bevor ich dies weiter begriinde, modchte ich die Resultate 
meiner ersten Untersuchungen mitteilen. 

Es standen mir 7 verschiedene Fleischextraktsorten zur 
Verfiigung. 

1. und 2. Muster von aus dem GrofShandel entnommener 
Ware ohne Markenbezeichnung (abgekiirzt F. | und F. II). 

3. und 4. Muster von aus dem Grofhandel entnommener 
Ware ohne Markenbezeichnung (abgekiirzt G. I und G. Il). 

5. Originalt6pfehen von Liebigs Fleischextrakt (abge- 
kiirzt L. Orig.) 

6. Originaltipfehen von Armours Fleischextrakt (abge- 
kiirzt A. Orig.). 

7. Muster eines Fleischextraktes, der im Jahre 1914 
nach der Vorschrift von J. von Liebig aus dem frischen 
Muskelfleisch eines ganzen Ochsen hergestellt worden war 
(abgekiirzt E). 

Mit diesen Extrakten wurden die folgenden in Tabellen- 
form znsammengestellten Bestimmungen ausgefihrt: 
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Tabelle I. 















For Bestimmung der fliichtigen Sauren Quantitative Bestimmung der Ameisensiure 
so ie 200 ccm Wasser- — Fliichtige Saéuren 1300 ccm gefundene Menge Ameisensiure 
Fleisch- Bestimmung |dampfdestillat ver- als Ameisenséure | Wasserdampf- 1 f 
extrakt brauchten berechnet, bezogen destillat : ' pezogen au 
angewandt n/1o-NaOH auf 100 g Extrakt Jergaben Kalomel in der Probe | 100 g Extrakt 
in g in ccm | in g in g in g | in g 
F. I 13,5742 2,58 0,656 0.1006 0,0113 0,083 
> 14,7937 3,71 0,865 0,1122 0,0126 0,085 
> 13,5769 2,92 0.742 0,0989 0.0111 0,082 
YL | 
p F. Wl 15,0539 2,55 0,585 0,0839 0,0094 | 0,063 
= , 12,5869 2.74 | 751 0,0828 0,0093 0,074 
G. | 14,0340 3,09 0,760 0.1228 0,0138 0,098 
> 13.6634 3,02 0,763 0.1147 0,0129 | 0,094 
G. Hl 10,4910 2,50 (1,822 0,0575 0,0065 | 0,062 
> 10,7153 2,72 0,876 0,0568 0),0064 | 0,060 
L. Orig. 6.2512 2.37 1,308 0,0708 0.0079 0,127 
A. Orig. 10,4073 2.82 0,935 0,0963 0,0108 0,104 
E. 21,3422 15,75 2.547 0,8851 0,0996 | 0,467 
nN > 23,4744 17,35 | 2,550 0,997 1 0,1122 | 0.478 
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Eine Diskussion der Mengenverhiltnisse der in den Ex- 
trakten vorhandenen fliichtigen Siéiuren scheint mir nicht be- 
sonders ersprieflich zu sein, da die Werte bei an sich ahn- 
lichen Extrakten ziemlich schwankend sind. Dies hiangt natiir- 
lich mit der ganzen Art der Titration zusammen, die in der 
Siedehitze vorgenommen werden mu, um den stérenden Kin- 
flu8 der geldsten Kohlensiure zu vermeiden; beim Kochen 
geht dann eben auch ein gewisser Anteil der fliichtigen Siituren 
verloren. Auch die Berechnung der fliichtigen Saéuren als 
Ameisenséure hat den Nachteil, daf sie nicht die wahre Menge 
der fliichtigen Saiuren anzeigt, sondern nur einen Minimalwert. 
Die Titration wurde iiberhaupt nur unternommen, um Anhalts- 
punkte tiber die Menge des dem iibrigen Destillat zuzusetzen- 
den Quantums Sublimatl6sung zu gewinnen. 

Unterzieht man aber die in 100 g Fleischextrakt ge- 
fundenen Ameisensiuremengen (letzte Kolonne der ‘Tabelle) 
einer niheren Betrachtung, so fallt ohne weiteres eine weit- 
gehende Ahnlichkeit der Zahlen der kiiuflichen Extrakte I. | 
und Il, G. I und II, L. Orig. und A. Orig. auf. Diese Zahlen 
bewegen sich zwischen den ungefiihren Grenzen von 0,06 bis 
0,10°/o, im Mittel 0,08°/o. Vergleicht man damit den Ameisen- 
siuregehalt des aus frischem Muskelfleisch vom Ochsen ge- 
wonnenen Extraktes E., so findet man, dai dieser Kxtrakt 
rund 5—6 mal mehr Ameisensiure enthilt, als die eben er- 
wihnten Produkte. Diese Tatsache kam mir so unerwartet 
und merkwiirdig vor, daf ich zu ihrer Aufklairung noch eine 
ganze Reihe weiterer Versuche unternahm. 

Die nichstliegende Fragestellung war die, ob sich auch 
im frischen Fleisch und in der lege artis bereiteten Fleisch- 
briihe Ameisenséure nachweisen lasse. Fiir frisches Fleisch 
ist dies schon seit lingerer Zeit bekannt, da die Ameisen- 
sdure als normales Zwischenprodukt des tierischen Stofl- 
wechsels aufgefunden wurde, und sogar als Endprodukt im 
Harn erscheint.') Es fiel mir denn auch nicht schwer, mit 
Hilfe der Reaktion mit frischer Milch und eisenchloridhaltiger 


1) Siehe zB. Steppuhn und Schellbach, Diese Zeitschrift, 
Bd. 80, S. 274 (1912), woselbst sich auch weitere Literaturangaben finden. 
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Salzsiiure nach vorausgegangener Reduktion den aus der 
Ameisensdure entstandenen Formaldehyd nachzuweisen. 

Selbstverstandlich tiberzeugte ich mich immer zuerst durch 
Kontrollversuche, daf das zur Reaktion verwendete Material 
selbst formaldehydfrei war, ebenso wie auch die eigentliche 
Reaktion mit allen Kautelen vorgenommen wurde.') Dabei fiel 
mir auf, daB langer gelagertes Fleisch eine merklich starkere 
Reaktion ergab als ganz frisches Fleisch. Wurde frisches Fleisch 
mit der gleichen Menge Wasser unter Toluolabschlu8 im Brut- 
schrank aufbewahrt, so blieb die Reaktion wihrend langer 
Zeit ungefiihr gleich schwach; sie wurde erst nach ungefihr 
3 Wochen etwas stirker. Liefi man dagegen frisches Fleisch 
unter loser Bedeckung im Freien bis zum Faulen stehen, so 
zeigte sich schon nach wenigen Tagen eine sehr deutliche 
Intensiliitszunahme der Farbreaktion auf Formaldehyd. Dies 
fiihrte mich dann zu den weiterhin zu besprechenden Versuchen 
mit selbst hergestellten Fleischextrakten. 

Auch in der Fleischbriihe ist Ameisensiure leicht-nach- 
zuweisen und das einzig erstaunliche dabei ist nur, daB sie 
nicht schon friiher gefunden wurde. 

1000 g 12 Stunden altes, von Fett und Sehnen befreites, 
fein gehacktes Ochsenfleisch (M. glutaei) wurde in 3 Liter siedendes 
Quellwasser gegeben und 1!/2 Stunden in gelindem Sieden er- 
halten. Dann wurde das Fleisch abgenutscht und ausgepreft, 
die erhaltene klare Fleischbriihe (im ganzen 2220 ccm) tiber 
Nacht stehen gelassen und in 2 Portionen aufgearbeitet. Die 
eine Hiilfte der Briihe wurde mit 100 ccm 2/,-Phosphorséure 
versetzt und in einem geriumigen Kolben auf ca. 200 ccm 
eingeengt. Das Destillat enthielt 0,03 g fliichtige Saéuren (als 
Ameisensiiure berechnet), gab aber nach 2 stiindigem Behandeln 
mit Sublimat im Dampfbad eine nur eben bemerkbare Triibung 
von Kalomel. Die konzentrierte Fleischbriihe wurde nun der 
Wasserdampfdestillation unterworfen und 1500 ccm Destillat 
aufgefangen. 200 ccm davon verbrauchten 6,85 ccm "/10-NaOH; 


'‘) Siehe z. B. Fincke, I. c., 8.258; Kaiserl. Gesundheitsamt: 
Entwiirfe zu Festsetzungen iiber Lebensmittel: Essig und Essigessenz, 
Heft 3, S. 16, Berlin 1912. 
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dies entspricht 0,473 g ftiichtigen Saéuren (als Ameisenséure 
berechnet) in 1 kg Fleisch. Die tibrigen 1300 ccm Destillat 
ergaben nach der Behandlung mit Sublimat 0,1539 g Kalomel: 
dies entspricht 0,035 g Ameisensiure in 1 kg Fleisch oder 
2,22 1 Fleischbriihe. Rechnet man diese Zahl auf Fleischextrakt 
um, indem man mit J. von Liebig annimmt, dai 100 kg 
mageres Fleisch eine Ausbeute von 3 kg Extrakt geben,') so 
bekime man aus 1 kg Fleisch rund 30 g Extrakt, in denen 
also 0,035 g Ameisensiure enthalten wiiren. Auf 100 g Extrakt 
wiirde dies 0,117 g Ameisenséure ausmachen. Wiirde man 
dieser Berechnung eine hohere Extraktausbeute zugrunde legen, 
wie dies ja wahrscheinlich der Fall ist, so wiirde natiirlich 
der Ameisensiiurewert entsprechend geringer. 

Die zweile Halfte der gleichen Fleischbriihe wurde erst 
nach 4tigigem Stehen aufgearbeitet. Das liingere Stehen hatte 
eine Abnahme sowohl des Gehaltes an fliichtigen Siuren wie 
auch an Ameisensiiure bewirkt. 200 ccm Wasserdampfdestillat 
verbrauchten nur noch 2,30 cem "/10-NaOH, entsprechend 
0,164 g fliichtigen Saéuren (als Ameisenséure berechnet) in 1 kg 
Fleisch. Das tibrige Destillat ergab 0,0276 g Kalomel, ent- 
sprechend 0,0064 g Ameisensiiure aus 1 kg Fleisch, oder wie 
oben berechnet, 0,021 g in 100 g Extrakt. 

Des weiteren stellte ich mir auf verschiedene Weise die 
folgenden 4 Fleischextrakte selbst her. Zur Verwendung kam 
dabei das fett- und sehnenfreie, durch den Fleischwolf ge- 
triebene Ochsenfleisch vom gleichen Stiick, das zur Bereitung 
der Fleischbriihe gedient hatte. 

A. 1000 g 12 Stunden altes Fleisch wurden mit 2 | 
Quellwasser iibergossen, langsam erwirmt und 1 Stunde bei 
70° digeriert. Dann wurde das Fleisch gut ausgepreBbt und 
das Filtrat nach kurzem Aufkochen nochmals filtriert. Die 
klare Losung wurde nun im Vakuum, bei einer Badtemperatur 
von héchstens 60—70° bis zur Konsistenz eines etwas diinnen 
Fleischextraktes eingedampft; das zum Schlu8B sehr starke 


') In den «Neuen Untersuchungen iiber Fleischextrakt», Lebbin, 
Berlin 1915, wird gezeigt, da diese Angaben nicht mehr zutreffen, da 
die Ausbeuten wesentlich héher sind. 
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Schiiumen verhinderte ein weiteres Eindampfen bis zur ge- 
wiinschten Extraktdicke. Der erhaltene Extrakt wurde gleich- 
wohl zu den Untersuchungen verwendet; um aber vergleich- 
bare Zahlen zu erhalten, wurde auBerdem der Wassergehalt 
bestimmt, 

3. 500 g Fleisch wurden mit 500 ccm destilliertem Wasser 
und 25 cem Toluol in den Brutschrank gestellt. Es wurde 
7 Tage bei einer Temperatur von 35—40° slehen gelassen 
und das Toluol nach Bedarf ergiinzt. Der Fleischbrei hatte 
nach dieser Zeit eine leicht graue Farbe angenommen, Geruch 
und Aussehen waren aber sonst einwandfrei. Es wurden dann 
noch 500 ccm Wasser zugegeben und 2 Stunden bei 70° di- 
geriert, abgenreBt, das Filtrat aufgekocht, nochmals filtriert 
und bei 60—70° Badtemperatur im luftverdiinnten Raume auf 
ein méglichst kleines Volumen gebracht. Auch hier wurde der 
Gehalt an Trockensubstanz bestimmt. 

(:. 500 g Fleisch wurden mit 500 cem !/2°/oiger Salzsiiure 
iibergossen, gut durchgeschiittelt und in einem geraéumigen Erlen- 
meyer-Kolben unter losem WatteverschluB im Freien stehen 
gelassen. Nach 7 tagigem Stehen wurde das Fleisch verarbeitet. 
I's bildete eine gallertige, durchgehend grau verfarbte, schimm- 
lige Masse, von unangenehmem, saurem Geruch. Nach Zugabe 
von 1 | Wasser wurde es 2 Stunden bei 70° digeriert, nach 
genauer Neutralisation mit verdiinnter Natronlauge filtriert, das 
Kiltrat aufgekocht, nochmals filtriert und im Vakuum ein- 
gedampilt. 

D. 500 g Fleisch wurden in einer mit Uhrglas bedeckten 
Porzellanschale im Freien sich selbst iiberlassen. Nach 7 Tagen 
war es iiuBerlich grau verfirbt, innerlich von frischer Rosa- 
farbe, leicht schmierig und von sehr starkem, fauligem Geruch. 
Ks wurde mit 1 | Wasser bei 70° digeriert und wie die iibrigen 
Proben auf Extrakt verarbeitet. 

Von diesen 4 Extrakten wurden nun gewogene Mengen 
einerseits zur Wasserdampfdestillation wie bisher, anderseits 
zur Bestimmung des Trockensubstanzgehaltes durch 4 stiindiges 
Trocknen bei 100—105° verwendet. Die folgende Tabelle II 
gibt iiber die zutage gefirderten Zahlen na&here Auskunft. 
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Tabelle II. 
an — 
Zur Bestimmung der Quantitative Bestimmung der 
Restim-|_ fliichtigen Siiuren Ameisensiaure 
Fleisch-  [Trocken-+} mung | 200 ecm — 1300ccm gefundene bezogen bezogen 
ange- Destillal qyockensub-[Destillat Rees aul aut 
extrakt [substanz © ver- stanz (als waure |.100 ¢ | 100 ¢ 


wandte |bhrauchten| Ameisen- ergaben siure | frischen Trocken- 
Menge }®/10-NaOH| aR Kalomel Probe | Extrakt substanz 





in Yo in ¢ inecm > ing in g ing | mg in g 
A. (vein) 28,00 150,00 16,10 3,969 | 0.5047 0,0568 O4178 0,421 
B. (Toluol) | 76,26 | 6.5575] 13,80 9,524 | 0,2307 0.0260 | 0,3958 0,519 
(:. (HCI /2°Jo)f 37,05 | 18,3899 2,28 1.155 | 0,0419  0,0047 | 0.0256 0,069 


D. (gefault) | 78.32 6,5708 4,70 3,152 0.5064 0.0570) 0.8670 . 1,107 














Auch weun man beriicksichtigt, dal} hier im Vergleich 
zur Grobfabrikation nur sehr kleine Mengen Fleisch verarbeitet 
wurden und dai die gefundenen Zahlen bei Verarbeitung groOBerer 
Fleischmengen an Genauigkeit und Durchschnittsgiiltigkeit noch 
erheblich gewonnen hiitten, so bleiben dennoch zwischen den 
einzelnen Werten Unterschiede bestehen, die weit tiber die 
Gr6ofenordnung aller Versuchsfehler hinausgehen. Es zeigt sich 
bei dem Extrakt aus Fleisch, das in sehr verdiinnt salzsaurer 
Lésung gelegen hatte, eine frappante Ahnlichkeit mit dem 
durchschnittlichen Ameisensiiuregehalt der in Tabelle I aufge- 
fiihrten kiéuflichen Extrakte. Anderseits bringen die Versuche 
mit Extrakt aus ganz frischem Fleisch und solchem, das liingere 
Zeit unter ToluolabschluB gestanden hatte, eine Bestatigung 
der in der ersten Versuchsreihe gefundenen hohen Ameisen- 
siurezahl des aus dem frischen Fleisch eines ganzen Ochsen 
bereiteten Extraktes. Der geradezu abnorm hohe Ameisensiiure- 
gehalt des Iixtraktes aus gefaultem Fleisch fallt dagegen ganz 
aus dem Rahmen des bisher gewohnten. 

In der III. Tabelle sollen die ermittelten Ameisensiure- 
werte aus den beiden Versuchsreihen, der besseren Ubersicht- 
lichkeit halber, nochmals zusammengestellt werden. Damit sie 
vergleichbar werden, sind auch die Zahlen der ersten Tabelle 
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Tabelle ITI. 











| fliichtige Siuren| Ameisensidure 
Fleischextrakt in 100 g | in 100 g 
‘Trockensubstanz Trockensubstanz 








Extrakte F. [| und II, G. I und I, | 
L. und A. Orig. im Mittel . . | 1,03 O,11 





Extrakt E. 2... ee 3,20 0,59 
Extrakt A. (aus frischem Fleisch) . 3,97 | 0,42 
Extrakt B. (Toluolfleisch) . . . . 9,52 0,52 
Kxtrakt C. (Salzséurefleisch) . . . | 1,16 | 0,07 
Extrakt D. (gefaultes Fleisch) . . | 3,61 | 1,11 
Fleischbrithe (frisch) . . . . . . | se | Ode 
Fleischbriihe (4 Tage alt) . . . . — 0,03 


auf 100 g trockenen Extrakt umgerechnet worden, wobci an- 
genommen wurde, daf die dort aufgefiihrten Extrakte durch- 
schnittlich 20°/o Wasser enthalten. 

Wie ich schon oben zeigte, ist es ganz unwahrscheinlich, 
dafi sich die Ameisensiiure erst bei der Herstellung des Fleisch- 
extraktes bildet, man miibte sie sonst auch aus den haupt- 
sichlich in Betracht fallenden und unter den gleichen Be- 
dingungen behandelten Substanzen wie Glykogen, Inosit usw. 
in fabbaren Mengen erhalten, was durchaus nicht der Fall ist. 
Die im Extrakt enthaltene Ameisenséure stammt also 
aus dem Muskelfleisch selbst, in dem sie vorgebildet 
und dessen normaler Bestandteil sie ist. Bei Produkten, 
die durch Hydrolyse von pflanzlichem Eiweif entstehen, legen 
die Verhiiltnisse insofern anders, als die Ameisensiiure nicht 
als solche im Ausgangsmaterial vorhanden ist, sondern erst 
durch den Prozefi der Hydrolyse aus den beigemengten Kohlen- 
hydraten und eventuell aus dem Eiweifi selbst gebildet und 
dann auch in die Endprodukte tibernommen wird. So bildet 
hier der Starkegehalt einen ungefihren Mafstab fiir die unter 
gleichen Entstehungsbedingungen zu erwartenden Ameisen- 
siuremengen. Wenn demnach Fleischextrakte derartig grobe 
Differenzen im Ameisensiuregehalt aufweisen, wie sie in Ta- 
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belle 11] zum Ausdruck kommen, so kann die Ursache davon 
eben nur in der Beschaffenheit des zur Verwendung gelangten 
Fleisches bezw. in den Herstellungsverfahren liegen. Die zu- 
néchst augenscheinlich schwer von einem gemeinsamen (e- 
sichtspunkt aus zu wiirdigenden Befunde gewinnen némlich 
Gestalt, wenn man die von Lebbin') mitgeteilten Versuchs- 
ergebnisse beriicksichtigt. Man mu demnach zu der Auf- 
fassung gelangen, dafi bei der Autolyse mehr oder minder 
groBe Mengen von Ameisensaure sich bilden, wahrscheinlich 
gleichzeitig und parallel mit der Milchséure. Bei Unterdriickung 
der bakteriellen und fermentativen Prozesse durch Salzséure 
wird dagegen die Ameisensiurebildung auf rein hydrolytische 
Prozesse beschriinkt. Demgemiéf sind die Extrakte des Handels, 
die nach Lebbins Feststellungen unter Anwendung von Salz- 
sdure als konservierendes und die Hydrolyse beférderndes 
Mittel hergestellt werden, auBerordentlich arm an Ameisen- 
sdure, gegentiber den Extrakten, welche ich aus ganz frischem 
und aus gefaultem Fleisch gewonnen habe. Lebbin hat leider 
quantitative Angaben iiber die fliichtigen Siiuren im Fleisch- 
extrakt nicht gemacht, sondern beschrankt sich (S. 12 1. c.) 
lediglich auf die Angaben, da’ manche Fleischextrakte ein 
saures Destillat, einige wenige ein alkalisches ergeben, wiihrend 
er neutrale Destillate tiberhaupt nicht erhalten hat. 
SchlieBlich noch einige Worte iiber die Zulissigkeit der 
Ameisensiiure in Nahrungsmitteln. KF. Adam befiirchtet, dab 
die Ameisensdure ein schiédlicher Bestandteil der Rindssuppe- 
wiirfel und deshalb aus diesen Produkten zu entfernen sei. 
Ich kann mich dieser Ansicht nicht anschlieBen, denn einmal 
gelangt die Ameisensiiure in den Rindssuppewiirfeln oder im 
Fleischextrakt nicht als freie Siiure, sondern als Salz in den 
Verdauungstraktus und anderseits sind die auf einmal zuge- 
fihrten Dosen so gering,?) daf{ man eine toxische Wirkung 
sicherlich nicht zu erwarten hat. Die Durchsicht der Literatur 
der letzten 15 Jahre iiber die physiologische Wirkung der 


1) «Neue Untersuchungen tiber Fleischextrakt», Berlin 1915. 
*) Rechnet man 3,5 g Fleischextrakt auf einen Teller Suppe, so 
betrigt die damit eingefiihrte Dosis Ameisensaure ca. 0,015 g. 
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Ameisensiure ergibt fast tbereinstimmend, daB die toxische 
Dosis sehr hoch liegt!) und dafi die ameisensauren Salze un- 
schiidliche Diuretika sind.?) C. Fleig!) weist nach, daB sich 
die per os eingefiihrten Formiate zu einem groBen Teil schon 
im Darm zersetzen, dah sie in kleinen Mengen keinen Einfluf 
auf die Verdauungsvorgange ausiiben, in gréferen Mengen die 
Sekretionstiligkeit und die Darmperistaltik erhéhen, daB sie 
aber, abgesehen von der Diurese, keine sonstige Wirkung 
zeigen. E. Clément*) und L. Garrigue,*) der letatere auch 
nach Selbstversuchen, sagen sogar, dafi die Formiate nach 
intravendser Injektion die Muskelkraft stiirken, die Wider- 
standskraft gegen Ermiidung erhédhen und auch den Appetit 
giinstig beeinflussen. G. Lebbin,*) der die Ameisensiure in 
Himbeeren bestimmte, lief mehrere Versuchspersonen wiihrend 
einiger Wochen tayglich 0,5 g freie Ameisensiure in Himbeer- 
limonade einnehmen, ohne dah er die geringste schiidliche 
Wirkung (z. B. HarneiweiB) wahrnehmen konnte. Endlich -be- 
weist eine tiber ein halbes Jahrhundert sich erstreckende Er- 
fahrung, dafi der Genufi von Fleischextrakt, der, wie ich ge- 
zeigt habe, nennenswerte Mengen von Ameisenséure enthalt, 
noch niemandem geschadet hat. 

Der Zusatz von konservierenden Stoffen zu Nahrungs- 
mitteln ist, schon aus allgemeinen Griinden, mit Recht durchaus 
eingeschriinkt worden. Substanzen aber, von welchen wir 
wissen, dafi sie normalerweise im Muskelfleisch vorkommen, 
wie z. B. die Ameisensiiure, brauchen wir aus den Suppen- 
wiirfeln nicht zu eliminieren, sofern diese Substanzen physio- 
logische Mengen nicht iibersteigen. 

Im allgemeinen kann man aus dem Gesagten folgende 
Schliisse ziehen: 


1) C. Fleig, C. 1908, I, S. 1846. Fiir den Hund ist die toxische 
Dosis von Natriumformiat bei intravendser Injektion 3 g pro Kilo Kérper- 
gewicht, und 4g per os. Fiir das Kaninchen ist die Toxizitat noch 


geringer. 
7) S. Frinkel, Arzneimittelsynthese, 1912, S. 721 u. 723. 
°) KE. Clément, C. 1904, I, S. 1365. 
‘) L. Garrigue, C. 1904, I, S. 1451. 
*) G. Lebbin, Chem. Ztg., Bd. 30, S. 1009 (1906). 
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Der normale Ameisensiuregehalt eines Fleischextraktes 
aus frischem und sterilem Fleisch betragt ungefihr 1/2°/o 
(Extrakte E., A. und B). Dieser Gehalt kann bis auf 0,07°/o 
sinken bei Extrakten aus Fleisch, das in Beriihrung mit Salz- 
siure gelagert hatte. Der Ameisensiuregehalt steigt bedeutend 
iiber das Normale, wenn der Extrakt aus gefaultem Fleisch 
gewonnen worden war. 


Anhang. 


Notiz iiber den Nachweis von Formaldehyd mit Milch 
und eisenchloridhaltiger Salzsiiure. 


Diese von Hehner?’) vorgeschlagene Reaktion wurde 
urspriinglich zum Nachweis von Formaldehyd in Milch so 
ausgefiihrt, daf man die zu untersuchende Milch mit konzen- 
trierter Schwefelsiiure unterschichtete, wobei an der Beriih- 
rungsstelle ein blauer Ring auftrat. Sie trat nur ein, wenn 
die Schwefelsfure eisenhaltig war. Die Reaktion wurde von 
einer ganzen Reihe von Autoren angewendet und untersucht, 
von denen ich nur einige neuere anfiihren will. 

O. Rosenheim?) gibt an, da die Reaktion nur eintritt, 
wenn die Menge des vorhandenen Formaldehyds im Verhalt- 
nis zum QOxydationsmittel innerhalb einer gewissen Grenze 
bleibt. A. S. Shrewsbury) schligt zur genaueren Be- 
stimmung der vorhandenen Menge Formaldehyd Vergleichs- 
ldsungen vor, die 2, 4, 6 und 8 Teile Formaldehyd auf 
1 Million Teile Milch enthalten sollen. Nach F. W. Richard- 
son‘) betragt die Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion 1: 10°. 
W. H. Low®) warnt davor, die Anwesenheit von Form- 
aldehyd als erwiesen anzusehen, wenn nur das entstehende 
Gerinnsel gefiirbt, die Lésung selbst nur briunlich gefarbt 
erscheint. F. v. Filliger®) sagt, daB zu konzentrierte Form- 





') The Analyst, Bd. 21, S. 94 (1896), C. 1896, I, S. 1145. 

*) The Analyst, Bd. 32, S. 106 (1907), C. 1907, II, S. 1809. 

8) The Analyst, Bd. 32, S. 5 (1907), C. 1907, I, S. 706. 

*) Journ. Soc. Chem. Ind., Bd. 26, S. 3 (1907), C. 1907, I, S. 845. 
5) Journ. Americ. Chem. Soc., Bd. 29, S. 786 (1907). C. 1907, II, S. 746. 
6) Z. Unters. d. Nahrungs- und Genufm., Bd, 16, S. 226 (1908). 


C. 1908, II, S. 1127. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. IC. 6 
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aldehydlésungen verdiinnt werden miissen und nach F. Rachel’) 
tritt die Reaktion nur mit Spuren ein. Nach dem letzten 
Autor ist das Nichteintreffen der Reaktion erst dann ein 
Beweis fiir die Abwesenheit von Formaldehyd, wenn die 
Reaktion auch nach der weiteren Verdiinnung des Unter- 
suchungsmaterials nicht eintritt. 

Die Reaktion kann auf verschiedene Weise ausgefiihrt 
werden, erforderlich dazu sind mehr oder weniger konzentrierte 
Mineralsiiuren und die Gegenwart von Spuren eines Oxyda- 
tionsmittels wie FeCl,, KNO,, H,O, etc. Im Verlaufe der 
vorstehenden Untersuchung schlof ich mich der vom Kaiserl. 
Gesundheitsamt?) angegebenen Arbeitsweise an, die so ge- 
handhabt wird, dai man die zu untersuchende Lésung mit 
2 ecm frischer Milch und 7 ccm Salzsiiure versetzt. Die 
Salzsiure hat das spezifische Gewicht 1,124 und enthalt in 
100 eem 0,3 ecm 5°%/oige Eisenchloridlésung. Diese Mischung 
wird nun im Reagenzglas wihrend 1 Minute gekocht. Das 
Vorhandensein von Formaldehyd gibt sich durch mehr oder 
weniger starke Violettefarbung der LOsung und des Koagulums 
zu erkennen. Dabei verhalten sich Loésung und Koagulum 
in der Fiirbung nicht gleichartig. Bei relativ hohen Formal- 
dehydkonzentrationen ist nur das Koagulum violett gefarbt, 
die Lésung gelblich, wiéhrend bei geringen Konzentrationen 
das Koagulum itiberhaupt nicht mehr auftritt und dann nur 
noch die Lésung gefiirbt ist. Bei der Ausfiihrung dieser 
Reaktion hat man sich durch Kontrollversuche zu tiberzeugen, 
daB die Milch selbst formaldehydfrei ist und daB sie tiber- 
haupt die Reaktion mit Formaldehyd gibt. 

Es fiel mir auf, daB die Reaktion nicht immer mit der 
gleichen Intensitaét eintrat, und um diese Verhaltnisse naher 
kennen zu lernen, stellte ich mir eine Farbenskala her. Das 
nichstliegende wire gewesen, die Reaktion mit Milch und 
gemessenen Formaldehydmengen auszufiihren und die zu unter- 
suchenden Fliissigkeiten mit diesen Farbungen zu vergleichen. 


‘) Pharm. Zentralhalle, Bd. 54, S. 759 (1913). C. 1913, II, S. 903. 
*) Entwiirfe zu Festsetzungen tiber Lebensmittel: Essig und Essig- 
essenz, Heft 3, S. 16, Berlin 1912. 
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Allein dies ist nicht méglich, da die violette Farbe sehr un- 
bestandig ist. Bei mittleren Formaldehydkonzentrationen er- 
reicht die Farbe ihre griéf&te Intensitét nach 1 Minute Koch- 
dauer, bei hdheren schon nach 1/2 Minute oder friiher und 
bei niedern erst nach langerem Kochen. Beim Stehen ver- 
blaBt sie sichtlich und verschwindet nach einiger Zeit ganz. 
So stellte ich mir durch Mischen von Methylenblau- und 
Diamantfuchsinldsungen eine Standardlésung her, deren rot- 
lich-violetter Ton ungefahr der bei der Formaldehydreaktion 
auftretenden Farbe entsprach. Diese Lésung hat den Nach- 
teil, dai sie auch nicht ganz bestindig ist; mit geeigneteren 
Farbstoffen, die mir indessen nicht gerade zur Hand waren, 
wird man diesen Mangel leicht beseitigen kdnnen. 

Als geeignetste Farbmischung erwies sich eine Lésung, 
die in 1 ccm 0,00066 g Fuchsin und 0,00033 g Methylenblau 
enthielt. Sie wurde weiter verdtinnt, indem ich je 1 cem dieser 
Lésung auf 20, 30, 40.... 100, 200, 300.... 1000 ccm 
Wasser verdiinnte und von diesen Lésungen je 15 cem in 
Reagenzgliser fillte. Nachdem solchermafien die Farbenskala 
hergestellt war, wurden auf dhnliche Weise Formaldehyd- 
ldsungen bereitet. Zu diesem Zwecke verdiinnte ich je 1 ccm 
kaufliche, 40°/oige Formalinlésung auf 10, 20, 40, 100... 
1000... 10000... 100000 ccm Wasser. Je 5 cem dieser 
Lésungen wurden nun mit 2 ccm frischer Milch und 7 ccm 
eisenchloridhalliger Salzsaure gekocht und die entstandene 
maximale Fiirbung mit der Skala verglichen. Die durch eine 
Reihe von Versuchen erhaltenen Daten sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. Dabei sind die Fiarbungen des 
Niederschlages und der Loésung getrennt aufgefiihrt, da sie 
sich, wie oben gesagt wurde, meistens nicht decken. Man 
sieht aus der Tabelle z. B., dab gewdhnliches Formalin, auf 
eine Konzentration von 1: 1000 verdiinnt (= 0,002 g HCOH 
in 5 cem) eine Farbung ergibt, die fiir den Niederschlag einer 
Konzentration von 1:40 (=0,00025 g Fuchsin -++ 0,00012 g 
Methylenblau in 15 cem Wasser) und fiir die Lésung einer Kon- 
zentration von 1:50 (= 0,0002 Rot +- 0,0001 Blau in 15 ccm 
Wasser) der oben angegebenen Standardliésung entspricht. 


6* 
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ee Maximale Farbung 
| enge in 
Konzentration 5 ccm Wasser Niederschlag Lésung 
| a 

1: 10 0,2 1 : 1000 _ 
1 : 20 0,1 1: 400 -- 
1: 40 0,05 1 : 200 — 
1: 60 0,033 1: 150 1 : 800 
1: 100 0,020 1: 100 1 : 500 
1: 120 0,017 1: 90 1 : 250 
1 : 200 0,010 1: 80 1 : 150 
1 : 300 0,0066 1: 70 1: 90 
1: 500 0,0040 1: 60 1 : 80 
1 : 1000 0,0020 1: 40 1: 50 
1 : 2000 0,0010 1: 80 1: 40 
1 : 5000 0,0004 1: 30 1: 40 
1 : 10000 0,0002 1: 40 1: 50.. 
1 : 20000 0,0001 1: 75 1:90 
1 : 50000 0,00004 -- 1 : 300 
1 : 100000 0,00002 -- 1 : 1000 


man sie aufzeichnet. 


ato 640 








Die Angaben der Tabelle werden viel deutlicher, wenn 


In der beigegebenen graphischen Dar- 
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stellung sind auf der Abszisse die Formaldehydkonzentrationen 


in zunehmender Verdiinnung, 


auf der Ordinate die Farb- 
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konzentrationen in abnehmender Verdiinnung aufgetragen. 
Um die Kurve nicht zu stark auseinander zu ziehen, wurden 
als Lingeneinheiten die Logarithmen der Verdiinnung gewahlt, 
z. B. fiir die Konzentration 1: 1000 der Logarithmus von 
1000 = 3,0, fiir 1: 200 2,30 usw. 

Es ergibt sich aus dieser Kurve sehr deutlich, dal die 
Reaktion nach Hehner, wie sie vom Kaiser]. Gesundheitsamt 
ausgearbeitet wurde, am besten bei einer Formaldehydkonzen- 
tration von 1:300 bis 1:20000 eintritt und da8 sie unter 
und tiber diesem Konzentrationsbereich sehr rasch verschwindet. 





Uber das Bilirubinammonium und iber Modifikationen 
des Bilirubins. 


X. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
Von 


William Kiister. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Techn. Hochschule-Stuttgart.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Januar 1917.) 


Seit meiner letzten Verdffentlichung tiber das Bilirubin!) 
ist eine zusammenfassende Arbeit von H. Fischer?) erschienen, 
in der die Formel C,,H,,0,N, fiir das Bilirubin erneut befiir- 
wortet wird auf Grund der analytischen Ergebnisse fiir das 
Reduktionsprodukt des Bilirubins, das Bilirubinogen C,,H,,0,N,, 
wihrend die zur bisher iiblichen Formel C,,H,,0,N, fiihrenden 
analytischen Resultate auf einen Gehalt an verunreinigenden, 
schwefelhaltigen Stoffen zuriickgeftihrt werden, die durch die 
bisher angewandten Methoden zur Reinigung des Rohbilirubins 
nicht hatten entfernt werden kénnen, oder auf einen Gehalt 
an Chlor, der durch die Extraktion der Gallensteine mit Chloro- 
form in das Rohbilirubin hinein gelangt. Ferner wird an die 
Moglichkeit gedacht, daB das Kohbilirubin ein Gemisch von 
zwei verschiedenen Stoffen vorstellt, und es wird die Hoffnung 
ausgesprochen, dai eine Klaérung dieser Fragen durch die 
Untersuchung des von mir entdeckten Bilirubinammoniums zu 
ermoOglichen sein wiirde. 

Bei der grofen Wichtigkeit, welche die empirische Formu- 
lierung des Bilirubins namentlich im Hinblick auf das Ent- 
stehen des Bilirubins aus dem Hiimatin beansprucht, hatte ich 
die Untersuchung des Bilirubinammoniums wieder aufgenommen, 
sobald ich wieder in den Besitz von Rinder-Gallensteinen ‘ge- 
kommen war. Sie wurde in der Hoffnung durchgefiihrt, nicht 


') Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 136 (1915). 
2) Ergebnisse der Physiologie, XV. Jahrgang. Uber Blut- und Gallen- 
farbstoff, S. 211 u. 213. 
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nur die empirische Zusammensetzung des Bilirubins festzu- 
legen, sondern auch weitere Beweise fiir das Bestehen mehrerer 
Formen des Bilirubins zu erbringen, deren Annahme schon 
durch die verschiedene Farbe von Bilirubinpriparaten und 
deren verschiedene Loéslichkeit in Chloroform, durch die Lés- 
lichkeit der einen Form in Natriumbicarbonat, sowie durch 
den verschiedenen Silbergehalt der Silbersalze von Bilirubin- 
praparaten begriindet erschien, die entweder frisch hergestellt 
oder eine Zeitlang aufbewahrt zur Darstellung der genannten 
Salze benutzt worden waren. 

Es kann nunmehr mitgeteilt werden, dai die Abtrennung 
der schwefelhaltigen Verunreinigungen durch die Herstellung 
des Bilirubinammoniums verhaltnismabig leicht gelingt. Diese 
prachtvoll krystallisierende Verbindung wird bekanntlich in 
einer Ausbeute von ca. 60°/o des verwendeten Rohbilirubins 
und zwar der orangegefirbten Modifikation desselben erhalten, 
die durch Extraktion mit Chloroform aus den mit Ather, Wasser, 
10°/oiger Essigsiure, Ather und Alkohol vorbehandelten Pulver 
von Rindergallensteinen gewonnen wird, und zwar dadurch, 
daB die mit Hilfe von Methylalkohol und Ammoniakgas be- 
reitete, etwa 10°/cige Lésung in eine Kiltemischung einge- 
stellt wird.1) Der Rest des verwendeten Bilirubins wird aus 
der methylalkoholischen Mutterlauge mit Ather gefillt und 
zwar ebenfalls als ein Bilirubinammonium, bis auf einen sehr 
geringen Anteil, der erst nach Abdestillation des Athers und 
des Methylalkohols und zwar schén krystallisiert als rein rot 
gefarbtes Bilirubin sich abscheidet.?) 

Das Bilirubinammonium liefert nun durch Erhitzen mit 
Chloroform oder durch Extraktion mit Chloroformdampfen 


1) Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 152 (1915). 

*) Zuerst erwahnt diese Zeitschr., Bd. 91, S. 71 (1914). — Kleine 
Verluste sind nicht zu vermeiden, weil der Farbstoff beim Filtrieren seiner 
Lésungen vom Filtermaterial stark zuriickgehalten wird und weil sich 
ein griindliches Auswaschen verbietet, um die Ausbeute an krystalli- 
siertem Bilirubinammonium nicht durch die Menge des Lésungsmittels 
zu verringern. Auch verandert sich der im Filter steckende Farbstoff 
begiinstigt durch die grofe Oberfliche, die er der Luft bietet, aufer- 
ordentlich rasch. 
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unter Entweichen von Ammoniak Bilirubin zuriick, doch zeigte 
es sich, da nicht nur das mit Ather gefiillte Bilirubinammonium, 
sondern auch der auskrystallisierte Anteil einen in Chloroform 
unldslichen Riickstand in der Hise lieb. Die Menge betrug 
bei letzterem 0,7—4°/o des verwendeten Rohbilirubins, bei 
ersterem 2,5—18°/o, und erwies sich als abhaingig von der 
Zeit, die zwischen Darstellung und Extraktion des Bilirubin- 
ammoniums verstrichen war, namentlich bei dem mit Ather 
gefallten Bilirubinammonium, d. h. sie war grofer bei langerer 
Aufbewabrung. Der letzteren Beobachtung entsprechend stellte 
dieser unlosliche Riickstand ein Gemenge dar, von dem ein sehr 
kleiner Teil in Alkohol, der gréBere nur in Essigséure ldslich 
war. Dieser enthalt nun Schwefel,!) aber in wechselnder Menge, 
und da der Schwefelgehalt um so hoher ist, je geringer das 
Gesamtgewicht, so diirfte auch in ihm wieder ein Gemenge 
vorliegen, dessen einer Bestandteil aus dem Bilirubin durch 
Oxydation wihrend der Aufarbeitung entstanden ist. Seine 
Menge vermehrt sich also mit der fiir diese bendtigten Zeit, 
der andere Teil enthalt die dem Rohbilirubin anhaftenden 
schwefelhaltigen Verunreinigungen. Wird nun das einmal ge- 
reinigte Bilirubin von neuem in Bilirubinammonium tberge- 
fiihrt, so enthalt der bei der Extraktion mit Chloroformdampfen 
verbleibende in Chloroform unldésliche Rest — sofern er tiber- 
haupt auftritt?) — in den nur in KEssigséure léslichen Teilen 
keinen Schwefel mehr) und zwar betrifft dies sowohl das 
einmal gereinigte Bilirubin (A) aus dem krystallisierten Bili- 
rubinammonium wie das einmal gereinigte Bilirubin (B) aus 
dem durch Ather gefillten Bilirubinammonium. Es darf dem- 
nach behauptet werden, da das tiber das Bilirubinammonium 
hergestellte einmal gereinigte Bilirubin schwefelfrei ist. 

Der in den Verunreinigungen gefundene Gehalt an Schwefel 
betragt nun 0,4—0,66°/o; im Rohbilirubin kann daher der Ge- 
halt an Schwefel nicht héher als 0,03°/o angenommen werden, 


‘) Auch die in Alkohol léslichen Teile kénnen Schwefel enthalten. 

*) Erfolgt die Extraktion sofort nach der Darstellung, so verbleiben 
keine in Chloroform unléslichen Reste. 

*) Nur bei einem Praparat wurden noch 0,2°/o S gefunden. 
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und es ist erklirlich, daf er unseren friiheren Fahndungen 
entgangen ist, wenn man hinzunimmt, dai von dem kostbaren 
Rohbilirubin nur kleine Mengen geopfert worden waren, um 
einen etwaigen Gehalt an Schwefel nachzuweisen.') 

Diesem geringen Schwefelgehalt kann aber kaum ein Ein- 
flué auf die bei der Analyse ermittelten Werte zuerkannt 
werden, welche bei einer recht groBen Anzahl von Bestim- 
mungen verschiedener Forscher in guter Ubereinstimmung er- 
halten wurden und zur Aufstellung der Formel C,,H,,0,N, 
gefiihrt haben. Auch lieferten mir einmal iiber das Lilirubin- 
ammonium gereinigte Bilirubinpraéparate wiederum Werte, die 
zur angegebenen Formel noch am besten paften, mit einer . 
Ausnahme. Eine weitere machte das Bilirubinpriiparat, welches 
sich, wie erwiihnt, aus den Mutterlaugen des durch Ather 
gefillten Bilirubinammoniums nach der Abdestillation des Athers 
und des Methylalkohols abgeschieden hatte. Auch hier wurden 
bei zwei Analysen Zahlen ermittelt, die mit der von H. Fischer 
geforderten Zusammensetzung C,,H,,0,N, in Ubereinstimmung 
standen. Nun hatte ich ja bereits vor 10 Jahren mitgeteilt, 
daf das Bilirubin durch die Behandlung mit Chloroform ein 
wenig chlorhaltig werden kénne,?) und wenn auch nach H. 
Fischers Angabe*) dieser Gehalt leicht durch Auflésen in 
Lauge beseitigt werden kann, so liegt doch die Gefahr nahe, 
daB sich das Bilirubin bei diesem Verfahren oxydiert und der 
Erfolg in bezug auf die analytischen Ergebnisse fiir den Kohlen- 
stoff ausbleibt. Wenigstens hatten wir diese Erfahrung ge- 
macht. 4) 

Dieser Ubelstand laBt sich vermeiden, wenn man das 
Chloroform ausschliefen kann, und das ist bei Verwendung 
des Bilirubinammoniums moglich, da man zur Entfernung des 
Ammoniaks anstelle von Chloroform auch Methylalkohol ver- 
wenden kann. Man darf aber nicht von dem aus dem Roh- 
bilirubin hergestellten Bilirubinammonium ausgehen, da dieses 


1) Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 70 (1914). 
?) Diese Zeitschr., Bd. 47, S. 306 (1906). 
2) Ebenda, Bd. 73, S. 219 (1911). 
*) Ebenda, Bd. 91, S. 70 (1914). 
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janoch schwefelhaltige Verunreinigungen enthalten kann, sondern 
man muf das aus diesem mittels Chloroformextraktion erhaltene 
einmal gereinigte Bilirubin von neuem in Bilirubinammonium 
iiberfiihren und erst dieses Praiparat durch heifen Methylalkohol 
zersetzen. Es geht beim UbergieBSen!) mit dem kochenden 
Alkohol zuniichst vollstaéndig in Lésung, in dem Mafe aber, 
wie nun Ammoniak bei der erhéhten Temperatur entweicht, 
scheidet sich Bilirubin ab. Doch wird die Abscheidung ersicht- 
lich nicht vollstaéndig, und man erhalt eine zweite, wenn aus 
dem Filtrat der ersten der Methylalkohol ganz langsam ab- 
destilliert wird, wobei schlieblich die Ammoniakentwicklung 
aufhort. Leider laBt sich eine Oxydation auch bei diesen 
Operationen nicht vermeiden, doch bleibt das eine Oxydations- 
produkt im Methylalkohol mit griiner Farbe gelést. Seine Menge 
ist sehr gering, wenn es sich um die Aufarbeitung des kry- 
stallisierten Bilirubinammoniums handelt, sie ist etwas grOfer 
bei dem durch Fiillung mit Ather erhaltenen Bilirubinammonium, 
und bemerkenswerterweise lat sich dieses Oxydationsprodukt 
im trockenen Zustande durch Methylalkohol oder durch Chloro- 
form zerlegen, indem jedes der Lésungsmittel einen besonderen 
Teil fortnimmt, der Alkohol einen griin gefarbten Stoff, das 
Chloroform dagegen Bilirubin, welches Verhalten von neuem 
an die Méglichkeit erinnert, daf in diesem Oxydationsprodukt 
ein chinhydronartiger Stoff vorliegen kénnte.?) Die Frage, 
ob sich neben diesem ein zweites nur in Essigsdure ldésliches 
Oxydationsprodukt gebildet hatte, wurde durch die Extraktion 
der zweiten Abscheidung mittels Chloroform’) dahin ent- 
schieden, daB Spuren eines solchen als unloslicher Belag an 
der Extraktionshiilse zuriickblieben. 

Bei der Analyse gab nun nur die erste Abscheidung 
Zahlenwerte, die in Ubereinstimmung mit der Formel C,,H,,0,N, 


') Die Extraktion mit Methylalkohol empfiehlt sich nicht, da auferst 
heftiges Stofen auftritt, sobald sich etwas Bilirubin im Kochkolben ab- 
gesetzt hat. 

*) Vgl. diese Zeitschr., Bd. 91, S. 61 (1914). 

*) Kine direkte Extraktion mit Essigsiure verbietet sich, weil Bili- 
rubin unter dem Einfluf von Essigsiure Umwandlung in ein griin gefarbtes 
Oxydationsprodukt erleidet. 
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stehen, schon Fraktion II lieferte ein Ergebnis, das eher mit 
C,,H,,O,N, harmoniert. 

Ich glaube aber nicht, daB es sich um zwei verschiedene 
Stoffe von den angegebenen empirischen Formeln handelt, gibt 
doch Fraktion Il wiederum ein prachtvoll krystallisierendes 
Bilirubinammonium und daneben das durch Ather fallbare. So 
wire eher an das Vorliegen zweier homologer Farbstoffe etwa 
von der Zusammensetzung C,,H,,0,N, und C,,H,,0,N, zu 
denken. Doch sprechen die analytischen Resultate gegen diese 
Auffassung, ein scharfer Schluf& lift sich allerdings leider 
wiederum nicht ziehen. Das krystallisierte Bilirubinammonium 
aus Fraktion II gibt naémliche Werte, die am besten mit der 
Formulierung C,,H,,0,N, . NH, 4- CH,OH iibereinstimmen; es 
gelang aber bisher nicht, den Methylalkohol zu entfernen. Das 
durch Ather gefiillte Bilirubinammonium aus Fraktion II gab 
aber Werte, die mit der Formel C,,H,,0,N,NH, harmonieren, 
und vor allem gaben die beiden Fraktionen von Bilirubin, die 
aus diesem mit Hilfe von Methylalkohol hergestellt wurden, 
auf die Formel C,,H,,O,N, stimmende Werte.') 

Und so glaube ich nach allen Erfahrungen annehmen zu 
kénnen, dafi dem Bilirubin tatsaéchlich die Formel C,,H,,0,N, 
zuerteilt werden kann und daf die abweichenden Analysen- 
resultate zum Teil als die Folge einer auferordentlich rasch 
einsetzenden Oxydation bei der einen Bilirubinmodifikation an- 
zusprechen sind, zum andern Teil darauf zuriickgefiihrt werden 
miissen, dafi andere Bilirubinmodifikationen kleine Mengen des 
Lésungsmittels, mit dem sie in Beriihrung gekommen sind, 
z. B. Chloroform, hartnickig zurtickhalten.?) 

Diese Annahme rechtfertigt sich auch durch die bereits 
verOffentlichten Resultate der Analysen des Bilirubinammoniums, 


') Eine Methylierung durch die Behandlung mit Methylalkohol kommt 
nicht in Frage, wenigstens wurde eine solche auch nur in Spuren be- 
obachtet, als Bilirubin mit Methylalkohol und entwiassertem Kupfervitriol 
gekocht worden war, welches Mittel zur Esterifizierung empfohlen worden 
ist (Drushel-Holden, Chem. Zentralbl. 1916, Bd. I, S. 142. 

*) H. Fischer zeigte, daf’ Dimethylanilin sehr fest haften kann, 
was auch mit meinen Erfahrungen tibereinstimmt, diese Zeitschr., Bd. 73, 
S. 219 (1911). 
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worauf auch H. Fischer schon hingewiesen hat. Zwar liefen 
die erhaltenen Werte die Aufstellung einer Formel mit 32 
Kohlenstoffatomen ebenfalls zu, doch war, wie von mir bereits 
erwéhnt wurde, nicht ausgeschlossen, dafi den Priparaten von 
der Darstellung her noch etwas Methylalkohol anhaftete, viel- 
leicht auch noch etwas Ammoniak Uber ein Molekiil hinaus. 
Das Trocknen im Vakuum geniigte nicht zur Entfernung dieser 
geringen Mengen, waéhrend das Trocknen bei héherer Tempe- 
ratur eine beginnende Zersetzung oder eine sich durch Ver- 
firbung kenntlich machende Umwandlung hervorruft. 

Diese Auffassung erwies’ sich nun insofern als richtig, 
als ein aus zweimal gereinigtem Bilirubin hergestelites Praparat 
von krystallisiertem Bilirubinammonium, das im Vakuum zur 
Gewichtskonstanz gebracht worden war, weiteren Gewichts- 
verlust erlitt und zwar durch Behandeln des getrockneten 
Priiparats mit trockenem Ammoniakgas. Hierbei wird Ammoniak 
aufgenommen, es entweicht aber wieder beim abermaligen 
Verbringen in das Vakuum, und hierbei wurde eine wenn auch 
geringe Gewichtsverminderung tiber die Menge des aufge- 
nommenen Ammoniaks hinaus beobachtet. Bei einer zweiten 
Behandlung mit Ammoniakgas war eine Gewichtsabnahme nicht 
mehr festzustellen. 

Bei solchen Versuchen wurden nun auch die schon vor- 
liegenden Beobachtungen erginzt, aus denen hervorgeht, dafB 
krystallisiertes Bilirubinammonium und durch Ather gefiilltes 
verschiedenes Verhalten aufweisen, wie das schon der Augen- 
schein lehrt, denn das erstere ist recht bestandig und verandert 
sich bei Z.-T. unter Dunkelfiirbung nur ganz allmahlich, auch 
bei 90° sehr langsam, schneller bei 105°, wobei es eine 
metallisch griine Farbung annimmt. Das letztere ist augen- 
scheinlich rascher verinderlich, und zwar ist das aus Roh- 
bilirubin erhaltene Bilirubinammonium B bestandiger als das 
aus gereinigtem Bilirubin B hervorgehende Bilirubinammonium 
BB (vgl. das Schema auf Seite 104). Jetzt wurde nun festge- 
stellt, daS das durch Ather gefillte Bilirubinammonium nach 
der Behandlung mit Ammoniakgas an der Luft noch bedeutend 
an Gewicht zunimmt, um dann langsam das aufgenommene 
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Ammoniak wieder abzugeben, dessen Menge etwa einer Molekel 
Ammoniak gleichkommt. Das krystallisierte Bilirubinammonium 
AA zeigt unter denselben Bedingungen nur geringe Zunahme 
an der Luft, die aufgenommene Menge Ammoniak entspricht 
etwa einem Molekiil. 

Noch ausgepriigter ist der Unterschied zwischen den 
Bilirubinen, die aus den erwihnten Bilirubinammoniumprapa- 
raten durch Extraktion mit Chloroform wiedergewonnen worden 
waren, und zwar zwischen Bilirubin A und Bilirubin BB. Es 
zeigte sich, dai beide Praparate bei der Behandlung mit 
trocknem Ammoniakgas eine Menge desselben aufnehmen, die 
etwa drei Molekeln fiir das Bilirubinmolekiil entspricht. Beim 
Liegen an der Luft verliert nun das erstere das Ammoniak 
rasch, in drei Tagen war die aufgenommene Menge vollstiandig 
abgegeben, das letztere verlor in derselben Zeit nur die Hiilfte 
des Ammoniaks, erst im Vakuum trat vollstaindige Abspal- 
tung ein. 

Bei einer zweiten Behandlung nahm Bilirubin A nur etwa 
zwei Molekeln Ammoniak, Bilirubin BB wieder drei Molekeln 
auf. Hiermit diirfte ein weiterer Beweis dafiir erbracht sein, 
daf das Bilirubin in mehreren Modifikationen auftreten kann, 
deren Trennung auf dem Wege tiber das Bilirubinammonium 
nunmehr angebahnt ist. Vielleicht fiihrt er uns einmal zu 
chemischen Individuen von ausgepragt verschiedenem Charakter. 
Einstweilen ist die vollstandige Trennung noch nicht gelungen, 
weil sich unter dem EinfluB von Chloroform einerseits, Ammo- 
niak anderseits, welche Stoffe hauptsiéchlich in Betracht kommen, 
immer wieder ein Gleichgewicht zwischen den beiden Haupt- 
modifikationen und zwischen ihnen stehenden einzustellen 
bestrebt ist. Und zwar verwandelt sich nach den bisherigen 
Beobachtungen Modifikation A in B unter dem Einfluf von 
Ammoniak, wihrend Chloroform umgekehrt B in A zuriickfiihrt. 

Ich stelle mir vor, dab bereits im orange gefiirbten Roh- 
bilirubin ein Gemisch mehrerer Modifikationen vorliegt. Bei der 
Uberfiihrung in das Bilirubinammonium wird Modifikation A 
mit Ammoniak verbunden und krystallisiert teilweise in der 
Kaltemischung aus, ein anderer Teil von A nebst Modifikation B 
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bleibt, ebenfalls mit Ammoniak verbunden, in Lésung. Unter 
der Kinwirkung des Ammoniaks vergrOfert sich hierbei die 
Menge von B auf Kosten von A. 

Das krystallisierte Bilirubinammonium liefert durch Chloro- 
formextraktion hauptsichlich die Modifikation A, aber nicht 
ausschlieblich, da sich ja Ammoniak abspaltet, das wiederum 
B erzeugt. Auch findet schon im krystallisierten Bilirubin- 
ammonium eine Umwandlung von A nach B statt, da, je langer 
die Aufbewahrung wiihrt, je grofer die Menge des leichter 
léslichen, rotbraun gefiirbten Bilirubins wird.!) Anderseits 
liefert das durch Ather gefillte Bilirubinammonium nicht nur 
leicht lésliches Bilirubin bei der Extraktion mit Chloroform, 
sondern auch die schwer losliche Modifikation A, sogar in erheb- 
licher Menge.?) Es findet also unter der Einwirkung des Chloro- 
forms eine Umwandlung von B nach A statt, was dadurch 
erhirtet wird, dab bei der Extraktion von Bilirubinammonium 
B und namentlich BB, in welchem Priiparat sich Modifikation B 
angereichert haben mu, das schwer l6sliche Bilirubin A erst 
auftritt, wenn die Extraktion bereits einige Zeit gedauert hat. 
Danach hat es den Anschein, als sei die Ammoniakverbindung 
der Modifikation B durch Chloroform schwerer zerlegbar als 
die der Modifikation A. 

Bilirubin B unterscheidet sich nun von A durch die grobe 
Labilitét gegeniiber dem Sauerstoff der Luft und so tritt mit 
dieser Modifikation, die vielleicht mit der aci-Form des Biliru- 
bins sich als identisch erweisen wird, auch schon der duberst 
leicht in Chloroform losliche Farbstoff auf, dessen Analysen 
die beginnende Zerse{zung erkennen lassen, und dann folgen 
die griin gefarbten mancherlei Oxydationsprodukte. 

Wabhrscheinlich liegen aber auch zwischen Bilirubin A und 
Bilirubin B mehrere Zwischenstufen, denn es gibt orange 
gefarbte und rote Modifikationen, deren Léslichkeit in Chloroform 
nicht nur verschieden ist, sondern die sich auch bei der Uber- 
fiihrung in das Bilirubinammonium recht verschieden verhalten, 


') Sehr viel schneller geht diese Umwandlung bei 105° vor sich. 
*) Bilirubinammonium A liefert z. B. 80°%o schwer lisliches Bili- 
rubin. Bilirubinammonium B 60 %o. 
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die z. B. den krystallisierten Anteil in schlechter Ausbeute 
oder gar nicht geben, wahrend bei der Extraktion des erhal- 
tenen Bilirubinammoniums durch Chloroform doch wieder schwer 
lésliches Bilirubin abgesetzt wird, wodurch sich zeigt, daB eine 
Umwandlung eingetreten ist. 

Vielleicht stellt auch das mit Hilfe von Methylalkohol 
hergestellte Bilirubin eine besondere Modifikation vor; die 
schén role Farbe dieses Priparates halt sich anscheinend sehr 
lange, durch Chloroform wird es in die orange gefairbte Modi- 
fikation ubergefihrt. 

In den Formeln fiir das Bilirubin, die ich in einer zu- 
sammenfassenden Arbeit im Archiv der Pharmacie!) als még- 
lichen Ausdruck fiir die Konstitution des Farbstoffs entwickelt 
habe, kam diese Umwandlungsmoglichkeit zur bildlichen Dar- 
stellung. Indessen miissen diese Formeln eine Korrektur er- 
fahren, nachdem die empirische Zusammensetzung des Bili- 
rubins mit 33 Kohlenstoffatomen als der wahrscheinlich richtige 
Ausdruck bezeichnet werden konnte. 

Halten wir an der Formulierung mit 34 Kohlenstoffatomen 
fir das Héiimatin fest,?) so fragt sich nunmehr, an welcher 
Stelle des Molekiils beim Ubergang in Bilirubin die Ablésung 
eines Kohlenstoffatoms stattfindet. Da es sich um die Kohlen- 
stoffatome der Pyrrolkerne und die ihrer Substituenten nicht 
handeln kann, kommt lediglich eines der vier Kohlenstoffatome 
in Betracht, welche die Verbindung der vier Pyrrolkerne be- 
wirken etwa nach dem Schema: 

Il Py<7 pH I 
SOCK 
IV ke Ill 

Nun hatte ich noch bei der Annahme von 32 Kohlen- 
stoffatomen im Bilirubin die Anschauung entwickelt,*) dab C, 
und C, wegfallen, wahrend C, die Bindung von Py I, III und 

!) Bd. 253, S. 457 (1915). 

2) Ebenda, S. 472. 

8) Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 145 (1915) und Arch. d. Pharm., Bd. 253, 
S. 486. 
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IV iibernehmen wiirde, und bemerkt:1) man kénne bei 33 Koh- 
lenstoffatomen daran denken, daf das eine Methin des Himins 
beim Ubergang in Bilirubin in den einen Pyrrolkomplex unter 
Erweiterung zum Pyridinring aufgenommen wird in Anlehnung an 
die Tatsache, dafi Himatinsdure aus Bilirubin durch Einwirkung 
von Alkalien gebildet wird, welche Erscheinung mit der Aufspal- 
tung des Indigos zur Anthranilsdure in Parallele gestellt wurde: 


O 
( C C 
c% \Nc/% Cc’ \Nc—CooH 
C= —> | 
( : ; —NH, 
aa oa alle 
H 
COOH OH 
H O 
CH.—CH,~—-C—Co il eto ae c—C—C= c—C 
| NH > | — | | —> | NH 
H.Cc—C—C a C—C—NH —_ 
. <7, 
H lagerung OH 
im Hamin im Bilirubin Hamatinsiure 


Wiirde sich diese Vorstellung durch weitere experimen- 
telle Daten erhiirten lassen, so bliebe damit die Auffassung 
bestehen, daf8 dem Bilirubin eine den Triphenylmethanfarb- 
stoffen fihnliche Konstitution als Pyridylpyrryl-pyrryl-pyrrolen- 
methan zuzuschreiben wire. 

Py—Py—C—Pyen 
y—ry \py 

Es bliebe aber die Schwierigkeit bestehen, daB sich, wie 
Seite 489 des Archivs bereits bemerkt wurde, ein Mesobili- 
rubinogen, d. h. eine Leukoverbindung durch Addition von 6 
(statt wie beobachtet 8) Atomen Wasserstoff schon bilden 
kann, und da dieses die wesentliche Eigenschaft des H. 
Fischerschen Mesobilirubinogens, sich mit Aldehyden konden- 
sieren zu kénnen, nicht besitzen kann, weil es Wasserstoff- 
atome an einem Kohlenstoffatom der Pyrrolkerne nicht besitzt. 

Die hier vor Augen gefiihrte Schwierigkeit wiirde ver- 
schwinden durch die Annahme, da’ beim Ubergang in Bili- 





‘') Arch. d. Pharm., Bd. 253, S. 486, Anm. **; vgl. auch diese Zeitschr., 
Bd. 91, S. 58, Anm. 2 (1914). 
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rubin folgende Verinderungen eintreten: Kohlenstoffatom C, 
wird wegoxydiert, C, wird von dem Pyrrolkern | aufgenommen, 
C, trennt sich (durch Einlagerung von Wasser) von Pyrrol- 
kern I] und iibernimmt die Bindung der Kerne Py III und 
Py IV; schlieflich miissen wir noch die Substituenten der 
Kerne Py I und Py II vertauschen oder, was dasselbe bedeutet, 
die Kerne I und II des friiheren Bildes die Stelle wechseln 
lassen, um zu folgendem neuen Bilde fiir das Bilirubin zu 
kommen, das allen bisherigen Beobachtungen Rechnung tragt: 


C —=C Sot G, 
| ™* ‘H CH \ : nZ | , 
| Gi,—CH, Fin ; \C=C—CH,—CH,—COOH 
me =< C7 
. OH | UN. 
C 
H.CC=Cc >. a 2 
; NH nZCH,—Cit, 
Coon oa iain, = =—=(—CH, 
IV. > OH ll. 


Zunichst findet die Méglichkeit der Existenz zahlreicher 
Bilirubinmodifikationen, namentlich solcher mit Hydroxyl- und 
solcher mit Ketogruppen’) ihre Erklaérung in der Umlagerungs- 
fahigkeit der das Bild zusammensetzenden Atomgruppen. 
Formel Nr. 2 stelle z. B. das Bild einer ersten Umwandlungs- 
form vor, Nr. 3 und Nr. 4 Bilder fiir Ketoformen, Nr. 5 das 
Bild einer farblosen Modifikation des Bilirubins. 


y - C—---——————} =( —C 
\ hey, nO | ° 
CH,—CH, ON | }¢=C—CH,— CH,—COOH 
H.C—_C——===¢ HC. 
sC—C NOH 
(: 
a ie 
HCCC So= C 
pn N& CH,—CH, 
H.C—C~ Ne C—CH 
| “—— ers 
H,C 
| 
COOH Nr. 2. 


1) Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 156 (1915). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. C. 7 
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C= Cx ee Cae 


| ——— | >C=C—CH,—CH,—COOH 
H,Cc—_C—=—— H 
- NOH 


| 
Co 
H,CC= a Sc Se 


| yu > cr, 
Ch... heal *~ H,— CH, | 
*OOH 
: :~ \cuH, of& C—CH, 


Nr. 3. 


N+} Yc—c—c,—cu,—coon 


Hebe . a 
ba ri 
0—Co 


H,CC= o— Se cee 











mane 
| yu nZ -CH, _céi 
Cn. 0 el % : 
OOH™"*2 2 ‘\cH, OH <= C— CH, 
Nr. 5. 


Die neue Formulierung erklart ferner die Unfahigkeit zur 
Komplexsalzbildung nicht nur des Bilirubins und des Meso- 
bilirubins, sondern auch des Mesobilirubinogens,1) da auch in 


" Bei der Aufstellung von Formeln fiir das Bilirubin und seine 
Derivate hatte ich bisher geglaubt, der Tatsache Rechnung tragen zu 
miissen, daf Mesobilirubinogen im Gegensatz zu Bilirubin und Mesobili- 
rubin befahigt ist, komplexe Salze zu bilden, wobei ich mich auf die 


ce ~~ 
leieriateiee et aka, 








OO 
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diesem noch ein Stickstoffatom eine Bindung aufweist, welche 
die Bildung von komplexen Salzen verhindern diirfte. Auch 
die Bildung verschiedener Koérper bei der Reduktion') kann 
man an der Hand des Bildes verstindlich finden, dann das 
Entstehen des Mesobilirubins durch Addition von vier Wasser- 
stoffatomen in den Komplexen I und III unter Sprengung der 
Briickenbindung mit Bildung von zwei Athylgruppen, so dah 
sich dann bei nachfolgender Oxydation Methylaithylmaleinimid 
abspalten kann. Auf die Méglichkeit der Bildung eines Stoffes, 
der die Eigenschaften des Mesobilirubinogens aufweist, komme 
ich zuriick. Zunéchst sei noch hervorgehoben, dai die Ab- 
spaltung eines Kérpers von der Konstitution, wie sie die Bili- 
rubinsdure aufweist, sich aus dem neuen Bild fiir das Bilirubin 
ablesen laBt und dai gerade dieser charakteristische Unter- 
schied im Verhalten des Bilirubins und des Himins im Bilde 
fiir die beiden Farbstoffe zum Ausdruck kommt. Ferner er- 
klirt das Bild die Méglichkeit des Bestehens zweier isomerer 


Xanthobilirubinsaiuren 


CH 
H,C—C=CO =C—C - CH,—CH, 
| NH HING 
Coon CH,—CH,—C= a a 
(OOH CH,—CH,—C CC pe C—CH, 
CH, 9) 
und CH 
Pe 
all C= C—CH,—CH, 
a HNC 
COOH CH,CH,—C=C¢ )o= i—CH, 
CH, OH 





Angabe H. Fischers (Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 341 [1911]) gestiitzt 
habe, daf} das Kupfersalz des Hemibilirubins (~ Mesobilirubinogen) das 
Metall komplex gebunden enthalt. Allerdings lieferten die Analysen 
(S. 346) keine konstanten Zahlen, und in den Ergebnissen der Physiologie, 
Bd. 15, S. 795 teilt H. Fischer mit, daf§ diese Komplexsalzbildung nicht 
vom Mesobilirubinogen, sondern von einem Umwandlungsprodukt des- 
selben hervorgerufen wird. 

1) H. Fischer erhielt immer aufer Mesobilirubin, resp. Mesobili- 
rubinogen einen zweiten Stoff, Diese Zeitschr., Bd. 73, S. 225 (1911), 
Bd. 75, S. 346 (1911), Zeitschr. f. Biologie, Bd. 65, S. 172 (1914). 

7* 
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fiir die einige experimentell ermittelte Tatsachen') sprechen, 
wie die verschiedenen Schmelzpunkte der Xanthobilirubin- 
siiurepraiparate und ihrer Ester, die einerseits aus Bilirubin- 
siure durch Oxydation, anderseits durch Spaltung des Meso- 
bilirubinogens entstehen. Klarstellung hieriiber wiirde daher 
fiir die Konstitutionsfrage des Bilirubins und seiner Modi- 
fikationen von grofter Bedeutung werden. Durch Reduktion, 
d. h. Anlagerung von zwei Wasserstoffatomen gehen beide 
Xanthobilirubinséuren in dieselbe Bilirubinsaure iiber. 

Auch die mangelhaften Ausbeuten bei der nur schwer 
zu erreichenden vollstindigen Spaltung des Bilirubins durch 
Jodwasserstoffeisessig an substituierten Pyrrolen, von denen 
nur 3,5-Dimethyl-4-athylpyrrol?) (Kryptopyrrol) in nennenswerter 
Menge entsteht, finden durch das Bild ihre Erklarung dadurch, 
dai die in Betracht kommenden Pyrrolkerne sauerstoffhaltig 
sind.*) Das Entstehen der 3,5-Dimethylpyrrol-4-propionsdure, 
laBt sich ebenfalls ablesen, sowie das der 2,3,5-Trimethylpyrrol- 
4-propionsiure, wihrend die Hamopyrrolcarbonséure (2,3-Di- 
methyl-4-propionséure) sich nur in untergeordneter Menge 
bilden kann. Das Oxim derselben entsteht aber aus Komplex IV 


durch Ersatz des Methyls durch N - OH: 
it~ 
| NH 
1 i 
COOH CH,CH,—C—C. 
SN - OH 
ebenso wie Trimethylpyrrolpropionsadure dieses Oxim in gréBerer 
Ausbeute gibt als das isomere Produkt: 
N-OH 
H,C—C—C7 
| SNH 
ae . 
Coon CH, - CH, - C—CO 


') Hans Fischer, Zeitschr. f. Biologie, Bd. 65, S. 174 (1914). 

2) Es ware wiinschenswert, dafs die aus Hamin resp. Bilirubin 
gewinnbaren Pyrrole eine einheitliche Bezeichnung erhielten, und diese wird 
am besten iibersichtlich, wenn dem Athy] stets die Stellung 4 eingeriumt 
wird. Das Gleiche gilt fiir die entsprechenden Pyrrolpropionséuren. 

*) Benary und Silbermann (Ber., Bd. 46, S.1363) synthetisierten 
den 2-Methyl-4-Oxypyrrol-3-Carbonsdureester, der dann von H. Fischer 
auf sein Verhalten gegen Eisessig-Jodwasserstoff untersucht wurde. 
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Die neue Formulierung des Bilirubins tragt aber auch 
den bei der Oxydation und bei der hydrolytischen Spaltung 
dieses Farbstoffs gemachten Erfahrungen Rechnung. Komplex1V 
wird sich in saurer Lisung zu einem Molekiil Hamatinsaure 
oxydieren lassen, Komplex II wird dazu erst befihigt sein, 
wenn durch Wassereinlagerung zwischen Stickstoff und Koh- 
lenstoff ein Pyridinring entstanden ist, 


\ 
HN—C=C—CH, 


| | 
C—C—C—CH,—CH,COOH 


4 | 
OH 


der im Sinne der auf Seite 96 entwickelten Anschauungén 
unter Abspaltung eines Kohlenstoffatoms und von Ammoniak 
in das Anhydrid der Hamatinsaéure tbergeht. 

Vor allem aber entspricht das Bild dem beobachteten 
Verhalten des Bilirubins bei der Oxydation mit Eisenchlorid 
in Eisessig, denn dasselbe sieht das Entstehen einer Diketo- 
form, die zwei Atome Wasserstoff weniger enthialt, voraus, die 
zur Bildung des Dehydrooxybilirubins noch ein Atom Sauer- 
stoff aufnehmen muf. Und diese Diketoform 


C — — JF... F.C 
loca \w ONC 
alii? | po—C—CH, ~ CH, COOH 
ae CK GF 
: | 
( 

H.C—Cmali Sc—-se 
a L Nu nZcu,—aii,| 
satelite Matis c———C—CH 

\cu, 07 ie 


wird imstande sein, mit dem Bilirubin als zugehériges Phenol 
Verbindungen einzugehen, die chinhydronartigen Charakter auf- 
weisen werden.') 

Auch erklirt nur diese Art der Leichtoxydation die 
Beobachtungen von Piettre?) sowohl wie die Wirkung von 
Alkoholaten auf Bilirubin, die H. Fischer beobachtet hat. 





1) Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 61 (1914). 
*) Vgl. Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 140 (1915). 
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Durch dieses Mittel erfolgt an einer Stelle des Molekiils Oxy- 
dation, an einer anderen Reduktion, wie einwandsfrei daraus 
hervorgeht, daB H. Fischer Mesobilirubin — allerdings in 
nicht reinem Zustande — sowohl aus Bilirubin wie aus Meso- 
bilirubinogen durch Kaliummethylat erhalten konnte. In letz- 
terem Fall entsteht auch noch Xanthobilirubinsdure. 

Was endlich die Bildung eines Stoffes von den Eigen- 
schaften des Mesobilirubinogens betrifft, der, als zur Konden- 
sation mit Aldehyden befiahigt, Wasserstoff an einem Pyrrolkern 
enthalten mu8, durch Addition von vier Wasserstoffatomen 
an das nach Sprengung der Briickenbindungen unter Aufnahme 
von vier Wasserstoffatomen entstehende Mesobilirubin, so laft 
sich diese unter Zugrundelegung des Bildes Nr. 3 fiir das Bili- 
rubin erklaren. Der Reduktion wiirden die beiden vom Pyrrol- 
kern II] ausgehenden Doppelbindungen anheimfallen, die im 
Kern enthaltene Doppelbindung wiirde dagegen erhalten bleiben, 
was mit dem Verhalten z. B. der Methylathylmaleinsaure 
gegeniiber Natriumamalgam in alkalischer Lésung tiberem- 
stimmt.!) (Formel siehe nachste Seite.) 

Danach wiirde das Mesobilirubinogen den sekundaren 
Alkohol eines Pyrrolins vorstellen, was auch seine Leichtver- 
anderlichkeit erkliren wiirde. 

Das verschiedene Verhalten gegentiber Eisessig-Brom- 
wasserstoff, sowie gegen Natriumamalgam, das Haémin und 
Bilirubin aufweisen, erklirt die neue Formulierung wie das in 
der letzten Abhandlung gegebene Bild.?) 

Die Méglichkeit, daB das Bilirubin in verschiedenen Modi- 
fikationen existieren kann, steht endlich mit der Beobachtung 
im Einklang, daf sich bei der Addition von Diazomethan ein 
einheitliches Reaktionsprodukt nicht bildet, die Anlagerung 
wird an verschiedenen Stellen des Molekiils erfolgen kénnen. 

Die Kombinationsfahigkeit des Bilirubins mit einem Molekiil 
oder mit zwei Molekiilen einer Diazoverbindung bedarf weiterer 
Aufklirung. 


') Vgl. meine Zusammenstellung in Liebigs Annalen, Bd. 345, S. 5 
(1905). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 94, S, 143 (1915). 
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bC.C.¢-~——-—_- nie oe 
” NH NZ , 
H,C=C | >C=C—CH,—CH,—COOH 
Now HC 
| 
C 
H,C—C=C Se—c—o, 
| NH HNC 
H,C—C=C c—C—CH, 
| o7 
H,C 
| 
COOH Mesobilirubin C,,H,.0.N, 
LC. tate —C=C—CH 
53 ) SNH né | 3 
H,c=C |_ >C=C—CH,—CH,—COOH 
Nou HC 
| 
HC 
H.C—C=C— (Pink 
ri SNH HNC . 
H.C—C=¢ C—C—cH, 


Experimenteller Teil. 


Das fiir die im experimentellen Teil beschriebenen Ver- 
suche benutzte Rohbilirubin wurde aus 1000 g Rindergallen- 
steinen hergestellt, die vom Februar bis Juli 1915 nach der 
friiher geschilderten Methode aufgearbeitet wurden. Sie lieferten 
durch Extraktion mit Chloroform 111 g orange gefiarbtes Roh- 
bilirubin, nachdem mit Ather, heigem Wasser, 10°/oiger Essig- 
siure, Ather und Alkohol vorbehandelt worden war, und 13g 
braunrot gefarbtes Rohbilirubin, nachdem der angegebenen 
Behandlung eine Extraktion mit siedendem Eisessig zur Ent- 
fernung des Choleprasins gefolgt war, ebenfalls durch Extraktion 


mit Chloroform. ') 


') Vgl. Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 61 (1914). 
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Schema fiir die Bezeichnung. 














Roh-Bilirubin 





Krystall. Bilirubin-Ammonium (A) ‘Durch Ather gefallt. Bilirubin-Ammonium B 


Vv | v 


schwerlisl. 1 mal gereinigtes Bilirubin (A)| schwerlésl. 1 mal gereinigtes Bilirubin (8) 





schwerlésl. Bilirubin! schwerlésl. Bilirubin | schwerlésl. Bilirubin | 


(2mal gereinigt) | | 


a 


Krystallisiertes | durch Ather gefalltes | Krystallisiertes | durch Ather gefalltes 
Hilir.-Amm. (AA) | Bilir.-Amm. (AB) | Bilir.-Amm. (BA) —_ Bilir.-Amm. (BB) 


v | V | v | L 


| 





(AA) | AB | BA | 
| 


| krystal. | durch Ath.| 
_ BrNH, | gef. BrNH, 
BAA | BAB | 


I. Darstellung von Bilirubinammonium aus dem sdaitiald 
gefiirbten Rohbilirubin. 


Je 10 g des Rohbilirubins, bei 90° getrocknet, wurden 
mit 75 ecm Methylalkohol (K) in einem Erlenmeyer itiber- 
gossen, der Alkohol vorsichtig zum Sieden erhitzt, und die 
Suspension durch Aufleiten von trockenem Ammoniakgas unter 
kriftigem Umschiitteln in Lésung gebracht, worauf sofort durch 
einen HeiBwassertrichter mit Kreppfilter (Dreverhoff, 15 cm 
Dm.) filtriert wurde.!) Zum Nachspiilen wurden 25 und eventuell 
noch 10 ccm heifer, mit Ammoniak gesittigter Methylalkohol 
verwendet, worauf im Filter nur ein ganz geringer Riickstand 
bleiben darf. AuBSerdem bleiben im Filter Farbstoffreste hingen, 
die verloren gehen, da sie sich auferordentlieh schnell grin 
fiirben, was zweifellos auf eine Oxydation durch den Luft- 
sauerstoff, begiinstigt durch die groBe Oberflache, zuriickzu- 
fiihren ist. 


') Zu jeder Operation ist ein frisches Filter zu verwenden, da 
Spuren hangen gebliebenen Bilirubinammoniums bei der zweiten Be- 
nutzung das Auskrystallisieren des Salzes auf dem Filter bewirken 
kénnen. 
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Bilirubin BB 
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Das Filtrat erstarrte schnell; zur vollstiindigen Abschei- 
dung des krystallisierten Bilirubinammoniums wurde eine Stunde 
lang in eine Kiltemischung gestellt, worauf scharf abgesaugt 
und mit 20 ccm eiskaltem Methylalkohol nachgewaschen wurde. 
Das erhaltene Filtrat wurde sofort in 600 ccm Ather in diinnem 
Strahl gegossen; die Abscheidung des noch gelésten Bilirubin- 
ammoniums ist dann so vollstandig wie médglich erreicht. 
Behufs Extraktion mit Chloroform wird dann mdglichst rasch 
durch eine grofe Hiilse von Schleicher und Schiill filtriert 
und mit Ather nachgewaschen. 

Aus den Filtraten wird der Ather und der Methylalkohol 
abdestilliert, wonach noch kleine Mengen sehr schon krystalli- 
sierten, rein rot gefirbten Bilirubins zu gewinnen sind. (Ab- 
schnitt VII.) 

Die Ausbeuten betrugen: 

A. An krystallisiertem Bilirubinammonium: 6,0, 6,3, 6,9, 
6,2 g. 

B. An durch Ather gefilltem Bilirubinammonium: 4,0, 
4,0, 3,5 g. 


1 A. Das auskrystallisierte Bilirubinammonium (A) 


diirfte zunaéchst mehrere und zwar etwa vier Molekeln Ammo- 
niak enthalten, die rasch bis auf zwei abgegeben werden. Von 
diesen entweicht dann das eine langsam an der Luft, natiirlich 
noch langsamer in einem abgeschlossenen Raum, im Vakuum 
entweicht es vollstandig nur, wenn das Priparat sofort nach 
der Darstellung in das Vakuum gebracht wird. Beim Lagern 
mufi eine Umwandlung eintreten kénnen, die es mit sich bringt, 
dag etwas mehr Ammoniak zuriickgehalten wird, als einer 
Molekel Ammoniak entspricht. 

a) 1,3298 g Bilirubinammoniak A (das Praparat hatte 
einen Tag auf einem Tonteller an der Luft gelegen und riecht 
noch schwach nach Ammoniak) verloren in 10 Tagen beim 
Liegen iiber Kalk — 6,43°/o. 

Ber. fiir C,,H,,0,N,-4 NH, : 2'/s Mol. NH, = 6,5%. 
0,1195 Subst.: 12,5 ccm N bei 15° und 750 mm B = 12,1% N 
C,,H,,.O,N, - 1‘/s NH,, berechnet 12,6 %0 N. 
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Im Vakuum verlor dann das Praparat in 14 Tagen nur 
noch 0,45°/o. 

0,1815 Subst.: 19,2 com N bei 17° und 749 mm B. = 12,1°%o N. 

8) Dasselbe Praparat wurde sofort in das Vakuum gebracht, 
wobei der Verlust etwas gréfer war. 1,6709 g verloren in 
2 Tagen 0,1127 g = 6,74°/o, dann in 14 Tagen 0,0152 g = 
0,91 °/o, zusammen 7,65 °/o. 





ime ee eS Oe 


Ber. fiir C,,H,,0,N, 4 NH, : 3 NH, = 7,820. . : 

0,1556 Subst.: 0,3738 CO, und 0,0989 H,O A 

01375 > 14,8 ccm N bei 14,5° und 751 mm B. | 
C,3H,,.O0.N,:NH,;. Ber.: 65,89 °%o C 6,50 %o H 11,65 %o N | 
Gef.: 65,52 %o 7,06 °/u 12,5 Jo : 


1) Die neue Probe desselben Praéparats hatte nach der 
Darstellung einen Monat im Exsikkator gelegen. 
0,3397 g verloren jetzt i. V. 0,0071 g = 2,1 %/o. 
Ber. fiir CysH,,0,N, 2 NH. 1 NH, = 2,75 %o. 
0,1475 Subst. : 0,3602 CO, und 0,0915 H,O 
0.1187 » :12,4ccm N bei 17° und 741 mm B. P 
CygH0,N, - NHy. Ber.: 65,89% C 6,5 %o H = 11,65 %o N 
Gef. : 66,60%o 6,88 Jo 11,81%/o 


Siac ee RE ee BS 65> 3 


+ SCHO AOS ESI ERE Bata 2 OSS iy Le dthaan ie 


d) Beim Erwirmen des im Vakuum getrockneten Praparats 
auf 90° trat allméhlich eine Verfirbung ein, wobei aber der 
Gewichtsverlust sehr gering war (0,15°/o). Bei der Extraktion 
mit Chloroform gab dann das Priaparat viel langsamer Ammoniak 
ab als das nicht erhitzte. Das herausgeldste Bilirubin enthielt 
sehr viel in Chloroform leicht lésliche Teile (1: 286, 16 Teile 
Chloroform enthielten 0,0568 g Bilirubin), die sich an der Luft 


rasch verfirbten. 
e) Das auskrystallisierte Bilirubinammonium hat zwei Tage 


in einer Ammoniakatmosphare gelegen. Eine Probe wird darauf 

im Vakuum getrocknet und erneut mit Ammoniakgas behandelt, 

wobei etwa 2'/2 Molekeln NH, aufgenommen werden (0,1678 g: 

0,0116 g NH, = 6,91°/o NH,). 

CygH,,0,N,. NH,. Berechnet fiir die Aufnahme von 2'/s Mol. NH, = 7,1°%o. I 
Diese werden zunachst im Vakuum wieder restlos abge- | 

geben, nach einer zweiten Behandlung mit Ammoniak bleiben 


etwa 0,0027 g NH, = 1,6°/o gebunden. 
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Z) Eine zweite Probe wird nur einmal mit Ammoniakgas 
behandelt und dann im Vakuum getrocknet 
0,1335 Subst. : 0.3188 CO, und 0,0807 H,O 
0.1688 >» :17,3 ccm N bei 9° und 739 mm B. 
CysH,o0,N,-NH,. Ber.: 65,89% C 6,5 %o H 11,65 % N 
Gef.: 65,13 %o 6,72 Fo 11,98 %o 
n) Eine Probe des mit Ammoniakgas behandelten krystalli- 
sierten Bilirubinammoniums wird auf 90° erwiirmt, wobei es 
sich dunkler fiirbt, und dann erneut in eine Ammoniakatmo- 
sphire gebracht. Jetzt betrigt die Aufnahme fast 13°/o 
(0,1729 Substanz : 0,0226 NH,); im Vakuum entweicht dann 
das Ammoniak bis auf 2,1 °/o (0,0037 g), die festgehalten werden. 


1B. Das durch Ather gefallte Bilirubinammonium 


trocknet im Filter zu einem Gemisch von braunen, roten und 
gelben Stiicken ein, die an der Oberfliiche dunkel gefiirbt sind. 
Eine 17 Tage iiber Kalk getrocknete Probe enthielt 11,89 °/o N, 
(0,1155 g Substanz : 11,9 ccm N bei 16,2° und 753 mm B), doch 
verlor sie bei weiterem Trocknen noch 2,6°/o an Gewicht. 


I] A. Darstellung von Bilirubin aus krystallisiertem 
Bilirubinammonium A. 


a) Anzeichen fiir eine mit der Zeit eintretende Umwand- 
lung der dem Bilirubinammonium A zugrunde liegenden Bili- 
rubinmodifikation. 

b) Abtrennung von schwefelhaltigen Verunreinigungen. 

_ Menge des in Chloroform unldslichen Anteils. 

1. Versuch. Das aus 20g Rohbilirubin erhaltene kry- 
stallisierte Bilirubinammonium wurde in einer Hiilse am Riick- 
fluBkiihler sofort nach der Darstellung mit Chloroform 
extrahiert. 

a) Ausbeute an Bilirubin. 

a) Schwer léslich im Kochkolben abgesetzt: 


nach 11/2 Tagen : 3 g, sehr schon hellrot gefarbt 
» weiteren 3 » +s > > : , 
> > 2/2  »  : 1,5 » gelbbraun verfarbt 
: , 1'/, » : 0,5 » starker P 
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Aus den Filtraten wurden nach Abdestillation des Chloro- 


forms gewonnen: 
8) Beim Herausspiilen mit Chloroform auf dem Filter 


bleibend: 0,7 g, braunrot. 
Y) Beim Herausspiillen mit Chloroform in das Filtrat 


gehend: Spuren. 
Analyse der hellrot gefirbten Teile: 
0,1727 Subst. (90° ) : 0,4210 CO, und 0,0962 H,O = 66,47 °/o C und 6,19 °/o H 
0.1440 » (90° ):0,3506 CO, == 66,41 fo C 
0.1444 » (105°) : 0,3585 CO, und 0,0790 H,O = 67,7 °%o Gund 6,1 %JoH 
0.1534 » (105°): 0.3751 CO, » 0,0799 H,O = 66,69% CG » 5,8 %H 
0.1045 » (90° ):9,4 ccm N bei 19° und 744mm B. = 10,11°%/o N. 
la. Versuch. Die Extraktion des aus 6 g Rohbilirubin 
erhaltenen krystallisierten Bilirubinammoniums war in 21/2 
Tagen beendet, es wurden in 11/2 Tagen 3 g, dann noch 0,2 g 
schwer lésliches Bilirubin von der Farbe des (Quecksilber- 


bijodids erhalten. 

0.1457 Subst. (100°) ; 0,3561 CO, und 0,0771 H,0 = 66,66%o C und 5,9°/oH 
0,1361 > : 0.3332 CO, » 0,0710 H,O = 66,779 G » 5,8%0H 
0.1240 > -11,1 ecm N bei 19° und 742 mm B. = 10,04% N. 

1. Versuch. b) In der Hiilse verblieb sehr wenig mit 
etwas Bilirubin durchsetzter dunkelgriiner Farbstoff. An 
siedenden Alkohol wurde von diesem so gut wie nichts abge- 
geben, in konzentrierter Essigsiiure waren 0,15 g ldslich, also 
0,75°/o des verwendeten Rohbilirubins. Der Stoff gab die 
Gmelinsche Reaktion und enthielt 0,42°/o S. (0,1300 Subst. 
(100°): 0,0040 BrSO, [Carius]). 

2. Versuch. 5g Bilirubinammonium A wurden einen 
Monat nach der Darstellung mit 250 cem Chloroform am Riick- 
flu8kiihler gekocht, wobei bereits nach 5 Stunden die Am- 
moniakentwicklung beendet war. 

Die Ausbeute betrug: 4 g schwer léslich abgeschiedenes 
Bilirubin, hellorange gefarbt, 0,9 g braunrotes Bilirubin nach 
Abdestillation des Chloroforms aus dem Filtrat. Von der ersten 


Fraktion wurde die Loéslichkeit = 1 : 1219 bestimmt’) 
(13,041 Lésung enthielten 0,0107 g Bilirubin). 


‘) Es kann aber auch vorkommen, daB leichter lésliche Teile vor- 
handen sind. Bei einer anderen Probe ergab die erste Ausschiittelung 
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Die Analyse ergab: 0,1475 Subst. (i. V.) = 0,3614 CO, 
und 0,0832 H,O = 66,82°/o C und 6,27°o H. 

3. Versuch. 5 g Bilirubinammonium A gelangten etwa 
ein Jahr nach der Darstellung zur Extraktion in der Hiilse. 

Ausbeute a) nach 2'/2 Tagen 4g, rot gefarbt, doch ein 
wenig verfirbt, nach 1 Tag noch 0,3 g; 6) und y): in den Fil- 
traten ist nur sehr wenig Farbstoff vorhanden. 

b) Der Riickstand betragt 0,2 g, also 4°/o des Rohbili- 
rubins. demnach sehr viel mehr als beim 1. Versuch. 

4. Versuch. Zum Unterschied gegeniiber dem ersten 
Versuch wurde hier das krystallisierte Bilirubinammonium 
nach zweistiindigem Liegen auf einem Tonteller in eine Am- 
moniakatmosphire gebracht. Die Ausbeute betrug nach dem 
Trocknen im Vakuum 14 g aus 20 g Rohbilirubin = 70°/o. 
Zur Extraktion gelangten 13 g, sie war erst nach 13'/2 Tagen 
beendet und lieferte: 

a) a) 11 g schwer losliches Bilirubin, orange gefirbt, 
8) 0,2 g leichter lésliches Bilirubin, +) 0,3 g sehr leicht lés- 
liches Bilirubin. 

b) In Chloroform unldéslich blieben 0,14 g, also 0,7°/o des 
verwendeten Rohbilirubins. 

Die Versuche ergeben, daf die Ammoniakabspaltung 
durch direktes Kochen mit Chloroform sehr viel rascher er- 
folgt als bei der Extraktion in der Hiilse, dai aber die Um- 
wandlung in die leichter lésliche Modifikation beim direkten 
Kochen weiter vorschreitet, denn das Verhiltnis der Mengen 
der orange gefarbten zur braunroten Modifikation ist hier 
= 4,4: 1, dort = 15:1. Der EinfluB des Ammoniaks ergibt 
sich aus dem 4. Versuch: Die Dauer der Extraktion wird ver- 
zogert, die Farbe des schwer léslichen Bilirubinanteils ist jetzt 
orange, wie bei Versuch 2, dann tritt das sehr leicht lésliche 





eine Léslichkeit von 1 : 670 (12,6 Chloroform : 0,0188 Bilirubin), die zweite 
dann 1 : 931 (13,22 CHCl, : 0,0142 Bilirubin). Ahnliche Verhiltnisse er- 
gaben sich bei einem Bilirubin, das durch Auskochen von Bilirubinammo- 
nium mit Methylalkohol erhalten worden war. Es wurde die Léslichkeit 
1: 750 bei der ersten, 1: 969 bei der zweiten Ausschiittelung gefunden 
(22,23 Chloroform : 0,0297 Bilirubin) 
(22,68 > : 0,0234 » +). 
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Bilirubin auf. Die Dauer der Aufbewahrung vergréfert den 
in Chloroform unldéslichen Teil von 0,75 resp. 0,7°/o bei Ver- 
such 1 und 4 auf 4°/o bei Versuch 3; noch gréBeren EinfluB 
in dieser Beziehung hat das Erhitzen auf 105°, wie aus Ver- 
such 5 hervorgeht. 

5. Versuch. 2g krystallisiertes Bilirubinammonium wurden 
nach einjihriger Aufbewahrung auf 105° erhitzt, wobei am 
ersten Tage eine Abnahme von 0,6°/o stattfindet (2,0115 g 
verlieren 0,0120 g). Am zweiten Tage wurde eine geringe, am 
dritten eine etwas starkere Zunahme, um 0,001 resp. 0,0020 g, 
beobachtet, auch haben sich jetzt die oberflaichlichen Schichten 
des Praparates cantharidengriin gefarbt. Die nunmehr vor- 
genommene Extraktion mit Chloroform ist in 11/2 Tagen be- 
endet, sie liefert: 

a) a) ca. 1 g von rotbrauner Farbe, 8) ca. 0,5 g von rot- 
brauner Farbe, y) ca. 0,25 g. 

b) In Chloroform unldslich 0,3 g, also etwa 10% des 
verwendeten Rohbilirubins, 

SchlieBlich sei darauf hingewiesen, daB das Ergebnis der 
Analyse fiir die Kohlenstoffwerte starker durch die lange Dauer 
der Extraktion beeinfluBt wird als durch die geringe Menge 
der schwefelhaltigen Verunreinigungen, die beim zweiten Ver- 
such nicht abgetrennt wurden. 


Il B. Darstellung von Bilirubin aus dem durch Ather 
gefaillten Bilirubinammonium B. 


1. Versuch. Die aus 20 g Rohbilirubin stammende Ather- 
fillung hat 7 Tage unter Ather gestanden, sie wird sofort 
nach der Filtration durch Chloroform extrahiert, was langere 
Zeit in Anspruch nahm. 

Ausbeute: 

a) Bilirubin, a) schwer léslich abgeschieden (verfarbt): 
5,7 g, B) aus dem Filtrat nach Abdestillation des Chloroforms 
beim Herausspiilen mit Chloroform nicht gelést: 0,2 g, y+) hier- 
bei gelést, also sehr leicht léslich: 0,5 g. 

b) 0,8 g schwarzer, in Chloroform unloslicher Riickstand 
= 4°/o des Rohbilirubins. 
































Uber Bilirubinammonium u. iiber Modifikationen des Bilirubins. X. 111 


2. Versuch. Die Atherfallung hatte 12 Tage unter Ather 
gestanden, nach dem Filtrieren wurde sie sofort extrahiert. 

Ausbeute : 

a) a) In 2'/2 Tagen schwer léslich abgeschieden, stark 
verfairbt: 0,7 g, erst nach wochenlangem Extrahieren: 5 g, 
B) 0,5 g, +) 0,5 g. 

b) 0,5 g in Chloroform unldéslicher Riickstand == 2,5 °/o 
des Rohbilirubins, hiervon 0,35 g nur in Essigsaure léslich. 

3. Versuch. Die aus 20 g Rohbilirubin stammende Ather- 
fallung hatte nur 2 Tage unter Ather gestanden; nach der 
Filtration wurde sofort mit Chloroform extrahiert. 

Ausbeute : 

a) a) in 7 Tagen: 4g, rotbraun gefirbt, in weiteren 
4 Tagen: 1g, 8) 05g, y) 0,2 g. 

b) Unléslich in Chloroform 0,8 g, also 4°/o des Roh- 
bilirubins. 

4. Versuch. Das aus 6 g Rohbilirubin durch Atherfallung 
erhaltene Bilirubinammonium wird nach 2 Stunden abgesaugt 
und sofort extrahiert. Die Extraktion ist in 3'/2 Tagen beendet 

Ausbeute : 

a) a) in 2'/2 Tagen: 1,5 g, rotbraun gefiarbt, in einem 
weiteren Tag: 0,2 g. 

b) Unléslich in Chloroform 0,15 g = 2,5°/o des Roh- 
bilirubins. 

5. Versuch. Im Gegensatze zum 3. und 4. Versuch dauerte 
hier die Extraktion mehrere Wochen, als ein im Vakuum 
getrocknetes, lange Zeit aufbewahrtes Praparat aus 21,5 g Roh- 
bilirubin zur Verwendung kam. 

Ausbeute: 

a) a) 13,5 g, orange gefarbt, 8) 3 g, dunkel gefarbt. 

b) 4g in Chloroform unléslicher Riickstand = 18,6°/o 
des Rohbilirubins. 

Die Versuche lehren demnach, da8 das durch Ather ge- 
fallte Bilirubinammonium B Teile enthalt, die sich mit der Zeit 
derartig veraindern, dai der in Chloroform unlésliche Stoff 
entsteht, ferner, dai mit der Zeit eine Umlagerung eintritt, 
welche die Dauer der Extraktion verliangert. Endlich ist 
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bemerkenswert, dafi sich jedenfalls ein Teil des schwer léslich 
abgeschiedenen Bilirubins erst wahrend der langen Extraktions- 
dauer gebildet haben kann, woraus zu schliefen ist, da’ dem 
Hauptteil des durch Ather gefallten Bilirubinammoniums eine 
Modifikation des Bilirubins zugrunde liegt, die Ammoniak schwer 
abgibt, durch Chloroform aber eine Umwandlung erleidet, 
worauf Ammoniakabspaltung eintritt. 

Die in Chloroform unléslich zuriickbleibenden Teile wurden 
mit heiBem Alkohol behandelt, wobei sich jedesmal ein Teil, 
aber immer nur ein geringer liste, mit Ausnahme bei Ver- 
such 5, bei dem ein grofer Teil des reichlichen Riickstandes 
in Alkohol léslich war. 

Aus der heifen alkoholischen Lésung erfolgte nach der 
Konzentration stets ein Ausfall, der Rest des Produkts wurde 
durch Wasser gefillt. Was sich in Alkohol nicht léste, ging 
durch Essigsiiure in Lésung, wobei 6fters noch etwas Bilirubin 
zuriickblieb. : 

Bei Versuch 3 wurde z. B. erhalten: 0,1 g beim Erkalten der 
alkoholischen Lésung ausgefallen, 0,2 g durch Fallung der alko- 
holischen Lésung durch Wasser, 0,5 g nur in Essigsiiure loslich. 

In dem letzteren Teil, der die Gmelinsche Reaktion 
gleich allen Verunreinigungen des Bilirubins sehr schén gab, 
waren 0,618°/o Schwefel enthalten. 

0,1897 Subst. (90°) : 0,0085 BaSO, (Carius). 

Ziemlich denselben Wert ergab der entsprechende Teil 
bei Versuch 4. 

0,1491 Subst. (100°) : 0,0072 BaSO, = 0,66°%o S. 

Bei Versuch 5 wurden folgende Resultate erhalten: 

Das in Chloroform unlésliche Gesamtprodukt enthielt 
0,4°/o Schwefel. 


0,2071 g Subst. : 0,0060 BaSQ,. 


Der nur in Essigsaure lésliche Teil enthielt 0,58 °/o Schwefel 
0,4175 g Subst. : 0,0186 BaSQ,. 
Demnach muf der Schwefelgehalt des in Alkohol léslichen 
Teils sehr gering angenommen werden, was damit iiberein- 
stimmt, daB dieser Teil sich durch Oxydation aus dem Bilirubin 
gebildet hat, wie aus der Gewinnung hervorgeht. 
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In anderen Fillen wurde der Schwefelgehalt in den sehr 
geringen in Alkohol lislichen Teilen héher gefunden, z. B. in 
solchen, die bei der Extraktion von krystallisiertem Bilirubin- 
ammonium zuriickblieben, doch sind die Resultate wegen der 
geringen Menge unsicher. 


0,0355 alkohollésl. Subst. : 0,0030 BaSO, = 1,16 °%o S 
0,0140 , »  :0,0020 BaSO, = 1,95 °%/o S. 


lif A. Uberfiihrung des einmal gereinigten Biliru- 
bins (A) in Bilirubinammonium. 


Zur Verwendung gelangten die in Chloroform schwer lés- 
lichen, orange gefirbten Teile, welche sich bei der Extraktion 
von krystallisiertem Bilirubinammonium im Kochkolben abgesetzt 
hatten. Die Versuche ergaben, daf dieses Bilirubin schwerer 
léslich in Methylalkohol und Ammoniak ist als das Rohbilirubin 
und dafi ein Teil dieses Bilirubins Umwandlung in eine in 
Chloroform wieder leichter lésliche Modifikation erleidet, was 
auf die Wirkung des Ammoniaks zuriickzufiihren ist. 

Behandelt man 5g des gekennzeichneten Bilirubins A in 
50 ccm Methylalkohol suspendiert bei Z.-T. mit Ammoniakgas, 
so geht zwar aller Farbstoff in Lésung, doch tritt die Krystal- 
lisation sehr bald ein, zumeist bereits auf dem Warmwasser- 
filter. Man bekommt auf diese Weise zwar gute Ausbeuten, 
von tiber 70°/o an krystallisiertem Bilirubinammonium, da aber 
zunichst eine Gewdhr fiir die Reinheit desselben nicht gegeben 
war — erst durch die Feststellung, daf die schwefelhaltigen 
Verunreinigungen im Bilirubin A bereits fehlen, wurde sie er- 
bracht —, wurde versucht durch Erhitzen des Methylalkohols 
und durch Anwendung gréferer Mengen des Losungsmittels 
den vermeintlichen Ubelstand zu beheben. Diese Anordnung 
bringt es aber mit sich, daf die Ausbeuten an auskrystallisiertem 
Bilirubinammonium unter 60°/o sinken. Vielleicht ist es ratsam, 
mit kleineren Mengen von Bilirubin A zu arbeiten, in diesem 
Falle konnte wenigstens einmal eine Ausbeute von 80°/o erzielt 
werden.') Noch gr6fere diirften nicht mOéglich sein, denn alle 


') Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 153/154 (1915). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, IC. 8 
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Erfahrungen sprechen dafiir, dafi durch das Ammoniak eine 
teilweise Umwandlung in eine zweite Modifikation des Bilirubins 
stattfindet, die ein im Methylalkohol leicht lésliches Bilirubin- 
ammonium gibt, vorausgesetzt, dali das frisch hergestellte Bili- 
rubin A tiberhaupt bereits eine einheitliche Bilirubinmodifikation 
vorstellt, was schwerlich zutreffen wird. 

So bilden sich auch bei dieser zweiten Darstellung von 
Bilirubinammonium griin gefiarbte Oxydationsprodukte, die im 
Filter sichtbar werden; ihre Menge ist indessen geringer wie 
bei der Verwendung von Rohbilirubin. 

Aus den Mutterlaugen vom auskrystallisierten Bilirubin- 
ammonium AA wurde durch EingieBen in Ather wieder ein 
Bilirubinammonium gefillt, das als AB bezeichnet werden mag. 


Analysen des krystallisierten Bilirubinammoniums AA. 


Priparat I: Farbe ziegelrot, allmahlich dunkler werdend. 
0,1725 Subst. (i. V.) : 0,4124 CO, und 0,1005 H,O = 65,2% C und 6,5°/oH 
0,0985 » (» »):11,lccm N bei 12° und 750 mm B. = 13,2 %N 
01100 » (» »):12,2 >» N » 12° » 743 » B. = 12,86°% N 

1,7638 frisch hergestellt verlieren im Exsikkator tiber Kalk 
in 5 Tagen 0,1257 g = 7,1°/0, darauf im Vakuum 0,0166 g 

Priparat II hat 1'/2 Monate im Exsikkator tiber Kalk 
gelegen, die Abnahme im Vakuum betragt 0,85°/o. 

0,1011 Subst. (i. V.) : 0,2409 CO, und 0,0616 H,O = 65,15 Jo C und 6,77 /o H 
0,1078 » (» »):10,8ccm N bei 10° und 745mm B. = 11,76%oN. 

Kurze Zeit bei 90° gehalten, erlitt das Praéiparat weder 

einen Gewichtsverlust noch eine Verfairbung, der Stickstoff- 


gehalt erschien trotzdem hoher. 
0,1102 Subst. (90°) : 11,5 ccm N bei 11° und 756 mm B. = 12,37°o N. 


Priparat III. Farbe rotbraun, aber heller wie die Farbe 
des Bilirubinammoniums A. 

a) liegt einen Tag auf Tonteller, wird dann im Vakuum 
in 5 Tagen konstant, wobei 6,45°/o Verlust eintreten. 
0,1565 Subst. (i. V.) : 15,7 ccm N bei 10° und 749 mm B. = 11,84% N. 

B) liegt einen Tag auf Tonteller, wird dann iiber Kalk 
in 5 Tagen konstant, wobei 6,74°/o Verlust eintreten. 
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0,1643 Subst. (i. V.) : 0,3939 CO, und 0,0996 H,O = 65,38°/oC u. 6,74°/0 H 
0.1534 » (> >):0,3652CO, » 0,0940 >» = 64,93%C > 6,88°oH 
0,1690 » (nuriiber Kalk): 18,6ccmNbei17 °u.750mmB.=12,6 %/oN 
01595 » (i. V.) :17,3 » N » 185°> 751 » B.=12,34%N. 

Die Analysen sprechen dafiir, da’ ein Bilirubinammonium 
von der Zusammensetzung C,,H,,O,N,, 1!/2 NH, vorliegt, fiir 
das sich berechnet: 

64,97%Jo C, 6,65%o H und 12,6% N. 

Doch scheint aus einstweilen nicht erkliirbaren Griinden 

bei mancher ‘Trocknungsart anstelle des halben Molekiils 


Ammoniak ein halbes Molekiil Methylalkohol aufzutreten. 
Ber. fiir Cy,H,,0,N, - NH, '/2 CH,OH : 65,15%Jo C 6,65 H 11,35 %o N. 


Analyse des durch Ather gefallten Bilirubinammo- 
niums AB. 


Das Priparat hatte nach dem Eintrocknen im Filter eine 


rein rote Farbe. 
0,1493 Subst. (i. V. nach 17 Tagen konstant) : 0,3543 CO, und 0,0993 H,O 
== 64,72°/o C und 7,39°%o H 
01426 » is 2+ @ a >» ): 13,95 ccm N bei 11,7° und 
758 mm B. = 11,6%o N. 


lll B. Uberfiihrung des einmal gereinigten Bilirubins B 
in Bilirubinammonium. 


Das Bilirubin B erwies sich als leichter léslich wie Bili- 
rubin A: 10g gingen bei Verwendung von nur 50 g heifen 
Methylalkohols beim Aufleiten von Ammoniakgas glatt in L6- 
sung; zum Nachspiilen wurden zweimal je 25 ccm Methylalkohol 
beniitzt. Die Ausbeute an krystallisiertem Bilirubinammonium BA 
betrug aber nur 4,6 g, in einem andern Fall 4,25 g. Das Filtrat 
wurde durch EingieSen in einen Liter Ather gefiillt.1) 


Analyse des krystallisierten Bilirubinammoniums BA. 


a) Das nach einer Behandlung mit Ammoniakgas im 
Vakuum getrocknete Priparat nimmt in Ammoniakgasatmosphiire 





') Das Filtrat von Bilirubinammonium BB gibt beim Abdestillieren 
des Methylalkohols und des Athers wieder die prachtvoll roten Krystalle 
eines Bilirubins, hier in der groBen Ausbeute von 0,2 g. 

R* 
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3,7°/o NH, auf (T. 9°); beim darauf folgenden Trocknen im 
Vakuum verlieren 0,166 g auBer dem aufgenommenen Ammo- 
niak (0,0062 g) noch 0,0010 g. 
0,1650 Subst. (i. V.) : 0,3933 CO, = 65,01 C 
0.1150 » (> »):0,2720 CO, und 0,0698 HO = 64,50 C und 6,75 %o H. 
8) 0,1860 Substanz (im Vakuum) nehmen aus einer 
Ammoniakatmosphire 0,0092 g = 5°/o auf bei 10°, jetzt wird 
im Vakuum ein Gewicht von 0,1852 g und nach Wiederholung 
der Behandlung mit Ammoniak, wobei diesmal nur 0,0052 g 
= 2,8°/o bei 10° aufgenommen wird, ergibt sich ein Gewicht 
von 0,1842 g. 
0,1842 Subst. (i. V.) = 0,4453 CO, und 0,1113 H,O 
QO,1387 » (» ») = 14ccm N bei 9° und 750 mm B. 
Ber.: Cy,H,,0,N,-NH,. 65,89°%o C 6,5 o H  11,65%o N 
Gef. : 65,98 °/o 6,71 °/o 11,92 


IV A. Darstellung von zweimal gereinigtem Biliru- 
bin AA aus krystallisiertem Bilirubinammonium AA. 


1. Versuch. Zur Extraktion gelangten 5 g eines drei 
Monate alten Priiparates, sie ist rasch beendet und gibt 4,5 g 
schwer lésliches, orange gefirbtes Bilirubin. Leicht ldsliche 
Teile sind vorhanden, endlich 0,2 g in Chloroform unldéslich, 
also 4°/o des Bilirubinammoniums., 

Von den 0,2 g ist in Alkohol sehr wenig léslich, der Rest 
in Essigsiiure leicht léslich, er gibt die Gmelinsche Reaktion, 
Schwefel ist nicht vorhanden. 

0,1168 Subst., nach Carius zerstért, gibt kein BaSQ,. 

2. Versuch. Zur Extraktion gelangten 6,5 g eines 6 Mo- 
nate alten Priiparats, sie ist rasch beendet und liefert fast 6 g 
schwer lésliches, orangerot gefarbtes Bilirubin. 

3. Versuch. Nach einjihriger Aufbewahrung, wobei 
dunklere Fiirbung eingetreten ist, werden 7 g extrahiert. Die 
Extraktion ist in 2!/2 Tagen beendet und liefert 6 g schwer 
lisliches, rot gefirbtes Bilirubin. Unléslich in Chloroform bleiben 
0,5 g, also iiber 7°/o des Bilirubinammoniums. Schwefel ent- 


halt die Substanz nicht. 
0,1106 g, nach Carius zerstirt, kein BaSQ,. 
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Die Eigenschaften gleichen denen des _ entsprechenden 
Praéparats von Versuch 1. Die Analyse ergab 62,38°/o C und 
6,05°/o H auf aschefreie Substanz bezogen. 

0,1427 Subst. (110°) : 0,3264 CO,, 0,0776 H,O und 0,0021 Asche, 
worin Spuren von Eisen. 


IV B. Darstellung von zweimal gereinigtem Bilirubin 
BA aus dem krystallisierten Bilirubinammonium BA. 


1. Versuch. Die 12,5 g Bilirubin (B) entsprechende Menge 
des Bilirubinammoniums BA wird sofort nach der Darstellung 
mit Chloroform extrahiert; die Extraktion ist in 3 Tagen 
beendet. 

Ausbeute : 

a) a) 5,5 g schwer losliches Bilirubin, schén orange 
gefarbt, £6) 0,25 g leichter ldsliches Bilirubin. 

b) Ein in Chloroform unloslicher Riickstand ist héchstens 
in Spuren vorhanden. 

2. Versuch. 14 Tage nach der Darstellung kommen 8,5 g 
zur Extraktion. 

Ausbeute in 5 Tagen: 

a) a) 7,5 g prachtvoll hellrot gefarbtes Bilirubin. 

Ausbeute in 3 weiteren Tagen: 0,2. Leichter ldsliches 
Bilirubin ist kaum vorhanden. 

b) In Chloroform unl6slich 0,1 g, hierbei aber noch etwas 
Bilirubin. 

Das hellrote Bilirubin hatte nach zwei Monaten orange 
Farbe angenommen; die Analyse gab jetzt Werte, die auf 
eine Verinderung schlieBen lassen, es hat fast den Anschein, 
als sei eine Wassereinlagerung erfolgt:?) 

0,2124 Subst. (i. V.) = 0,5151 CO, u. 0,1269 H,O = 66,14 Jo Cu. 6,64%o H. 

3. Versuch. Die Extraktion eines zwei Monate alten 
Praparates des Bilirubinammoniums BA gab ein ganz uner- 
wartetes Resultat. Von 8,5 g waren nach fiinftaégiger Extraktion, 
nach welcher Zeit die Ammoniakentwickiung aufgehort hatte, 


‘) Trotzdem wurde wieder krystallisiertes Bilirubinammonium daraus 
erhalten, vgl. S. 119. 
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nur 1,7 g schwer lésliches Bilirubin, das verfarbt erschien, 
herausgelést worden, ferner 0,5 g leichter lésliches. Der Rest 
von 6g ist in der Hiilse geblieben, sieht sehr schén orange 
aus und erweist sich nach seinen Eigenschaften als Bilirubin. 
0,1440 Subst. (i. V.) : 9,3532 CO, und 0,0841 H,O == 66,89°/o C und 6,49 %/o H 
0,1401 >» (» »): 12,2 ccm N bei 21° und 744 mm B. = 9,7°%o N. 
Das Priparat nimmt beim langen Liegen im evakuierten 
Exsikkator um 0,55°/o an Gewicht zu, woraus wieder die 
Leichtverinderlichkeit dieser Bilirubinmodifikation hervorgeht. 


IV C. Bei der Extraktion des durch Ather gefillten 
Bilirubinammoniums AB 


hinterblieben in Chloroform unldsliche Anteile in geringer 
Menge, die zum Teil in Alkohol, zum Teil erst in Essigséure 


loslich waren. Letztere enthielten 0,23°/o0 Schwefel. 
0,0900 Subst. (105°) : 0,0015 BaSO,. 


IV D. Die Extraktion des mit Ather gefallten Bilirubin- 
ammoniums BB 


erfolgte bei einem ersten Versuch, bei dem 20 g Bilirubin B 
zur Verwendung gelangt waren, zwei Tage nach der Dar- 
stellung. Bei der Filtration hatte sich das anfangs sch6n rote 
Bilirubinammonium braun, stellenweis griin gefirbt. Bei der 
sofort anschlieBenden Extraktion zeigte sich, dai zunachst 
nur wenig (0,7 g) schwer losliches Bilirubin im Kolben ab- 
gesetzt wird, erst nach tagelanger Fortsetzung wird dies Bili- 
rubin in grofer Ausbeute (6,1 g) erhalten. Demnach diirfte 
das Bilirubinammonium BB ein Gemisch vorstellen, das zum 
kleinen Teil aus einem Derivat der schwer in Chloroform lés- 
lichen Modifikation besteht (Reste, die zu dem krystallisierten 
Bilirubinammonium gehéren), zum weitaus gréferen Teil aber 
aus dem Derivat einer Bilirubinmodifikation, die das Ammoniak 
sehr fest bindet, also sehr allmahliche Zerlegung erleidet, 
wobei unter der Einwirkung des Chloroforms zugleich Um- 
wandlung in die schwer losliche Bilirubinmodifikation statt- 
findet. Da® diese nicht vollstaindig wird, beweisen die recht 
betrachtlichen Mengen von leichter léslichem Bilirubin und 
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von so leicht in Chloroform lislichem Farbstoff, da8 selbst 
aus stark konzentrierten Lésungen keine Ausscheidung erfolgt 
und die Fillung mit Alkohol oder Ather erfolgen mu8. Von 
jenem wurden hier 2,5 g, von diesem 1,4 g erhalten, ungelost 
in Chloroforin verblieben nur 0,25 g. 

Bei einem zweiten Versuch, der im iibrigen ganz iihnlich 
verlief, betrug die Menge des chloroformunlislichen Restes 0,3 g 
oder, da hier von 21 g Bilirubin B ausgegangen war, 1,5 °/o 
desselben. In Alkohol waren hiervon ca. 0,1 g léslich; der 
Rest gab die Gmelinsche Reaktion, enthielt 63,31°/o C und 
6,67°/o H, Schwefel war nicht nachweisbar. 

0,0700 Subst. (105°) : 0,1620 CO, und 0,042 H,O, Spuren von Asche. 
0,0974 » (100°): nach Carius zerstért, kein BaSQ,. 

Bei einem dritten Versuch, bei dem von 12,5 g Biliru- 
bin B ausgegangen worden war, waren nach sechstagiger Ex- 
traktion 4,5 g braunrotes Bilirubin im Kolben abgesetzt, die 
Ammoniakentwicklung hatte aufgehdrt, in der Hiilse befand 
sich 1 g Farbstoff, von dem in Alkohol wenig léslich war; 
0,5 g lodsten sich in Essigséure, der Rest war Bilirubin. Der 
in Essigséure ldsliche Teil war schwelelfrei und enthielt 
63,91°/o C, 6,05°/o H und 7,48°/o N. 

0,1634 Subst. (100°) : 0,3829 CO, und 0,0894 H,O 

0,1657. » (100°): 10,8 ccm N bei 16,8° und 750 mm B. 


V. Darstellung von Bilirubinammonium aus dem 
Bilirubin BA. 


7,5 g des Seite 117 (Versuch 2) beschriebenen anfangs 
hellrot gefiarbten Bilirubins wurden 2 Monate nach der Dar- 
stellung, wahrend welcher Zeit die Farbe orange geworden 
war, von neuem in Bilirubinammonium iibergefiihrt, wobei 
dieselben Erfahrungen gemacht wurden wie bei der Uberfiihrung 
von Bilirubin A. Die angegebene Menge wurde mit 37,5 ccm 
Methylalkohol erwarmt, beim Einleiten von Ammoniak ging 
alles in Lésung, beim Filtrieren durch einen Heifwassertrichter 
trat aber bereits Krystallisation ein, die beim Nachspiilen mit 
zweimal je 25 ccm heifen Methylalkohols, der Ammoniak ent- 
hielt, sich nur zum kleinen Teil léste. Erhalten wurden hier 
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3,5 g, wahrend 2,5 g noch beim Einstellen in eine Kaéltemischung 
auskrystallisierten. Die Ausbeute betrug hier also 80°/o des 
verwendeten Bilirubins, die Farbe war rein rot. 

0,1824 Substanz (im Vakuum zu konstantem Gewicht 
gebracht) nahmen bei 17,5° 0,0058 g NH, auf = 3,12°/o, bei 
4tiigigem Liegen im Vakuum wurden diese bis auf 0,0013 g 
abgegeben, die Elementaranalyse gab jetzt 0,4385 CO, und 
0,1102 H,O, woraus sich auf das urspriingliche Gewicht 
(0,1824 g) berechnet 65,57°/o C und 6,72°/o H. 

Das Filtrat vom auskrystallisierten Bilirubinammonium 
wurde wieder durch Eingiefen in Ather gefiillt, der Niederschlag 
blieb 14 Tage unter Ather stehen. Er sieht prachtvoll rot aus, 
liefert aber bei der sofort nach der Filtration erfolgenden 
Extraktion ein verfirbtes schwer ldsliches Bilirubin (ca. 1,2 g), 
sehr leicht in Chloroform lésliche Teile sind vorhanden, in 
Chloroform unlésliche dagegen nicht. 


VI. Darstellung von Bilirubin aus Bilirubinammonium 
mit Hilfe von Methylalkohol. 


Da sich gezeigt hatte, da6i Bilirubin A schwefelhaltige 
Verunreinigungen nicht mehr enthiilt, wurde versucht, die ver- 
mutlich noch anhaftenden Spuren von Chloroform oder chlor- 
haltigen Substitutionsprodukten durch nochmalige Uberfiihrung 
in Bilirubinammonium zu entfernen und durch Zerlegung des- 
selben mit Hilfe von Methylalkohol zu reinem Bilirubin zu 
gelangen. 

A. Das aus 22,5 g Bilirubin A erhaltene krystallisierte 
Bilirubinammonium wurde durch eiskalten Methylalkohol von 
der Mutterlauge tunlichst befreit und dann mit 50 ccm siedendem 
Methylalkohol-K. tibergossen, wobei es sich zunichst ldste. 
Unmittelbar darauf trat die Abscheidung von hellrot gefairbtem 
Bilirubin ein, das abgesaugt und nachgewaschen wurde (Frak- 
tion = 7g). Aus dem Filtrat wurde der Methylalkohol ganz 
langsam bis auf wenige Kubikzentimeter abdestilliert, wobei 
sich in dem MaBe, wie Ammoniak entwich, eine weitere Ab- 
scheidung einstellte, die ebenfalls abgesaugt und nachgewaschen 
wurde. (Fraktion II, 6 g, Farbe wie Merkurijodid.) 
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Was jetzt noch in der methylalkoholischen Lésung geblie- 
ben ist, die sich stark verfiirbt hat, wird auf Zusatz von Wasser 
nicht gefallt, sondern erst durch verdiinnte Schwefelséiure. Der 
hier erhaltene Niederschlag wog getrocknet 0,06 g, hatte eine 
griinlich-gelbe Farbe und léste sich in Alkohol unter Zuriick- 
lassung von Bilirubin, in Chloroform ebenfalls zum Teil, wobei 
ein griingefarbter Stoff zurtickblieb. 


Analysen. 
Fraktion J. 0,1607 Subst. (100°) : 0,3986 CO, und 0,0891 H,O 
0,1130 » (100° :93ccm N bei 16° und 746 mm B. 
Ber.: CgsHys0,N,. 67,8190 C 6,17% H 9,59°Jo N 
Gef.: 67,65 Jo 6,17 %Jo 9,41 Jo. 
Fraktion II. 0,1483 Subst. (100°) : 0,3657 CO, und 0,0788 H,O 
0.1635 » (100%): 0,4024 CO, » 0,0916 H,O 
0.1801 » (100%: 04414 CO, » 0,0997 H,O 
0,1170 » (100°): 10,4 ccm N bei 23° u. 748 mm B. 
Ks mufi angenommen werden, dafi diese Fraktion etwas 
Methylalkohol zuriickhalt, der auch durch das Trocknen bei 
100°, bei dem eine Abnahme gegeniiber der im Vakuum getrock- 
neten Substanz nicht oder in sehr geringem Mafe festgestellt 
werden konnte, nicht entfernt werden konnte. 
Ber.: CysH,,0,N, '/« CH,OH. 67,4 °%Jo C 6,25%o H 9,39% N 
Gef. : 67,25 °/o 5,91 /o 9,62 %/o 
67,07%o 6,23 Jo 
66,85 °/o 6,15 %/o 
Auch das Ammoniak scheint nicht immer ganz glatt beim 
Kochen mit Methylalkohol zu entweichen, dafiir spricht die 
Analyse eines Bilirubins, das aus einem Bilirubinammonium AA 
auf die angegebene Art erhalten war, in Natriumbicarbonat 
war es nicht ldslich. 
0,1458 Subst. (100°) : 0,3570 CO, und 0,0745 H,O = 66,78 C u. 5,7%o H 
01210 » (100°): 12,2 ccm N bei 16° und 731,5 mm B. = 11,3%o N. 
Fraktion I] wurde nunmehr mit Chloroform extrahiert, 
um festzustellen, ob bereits in Chloroform unldsliche Teile 
vorhanden sind. Hierbei gingen von 4,2 g in 4'/2 Tagen 4 ¢ 
in Lésung und schieden sich schwerldslich ab, meist schén 
rot gefarbt. Leicht in Chloroform lésliche Teile wurden hierbei 


nur in verschwindender Menge erhalten, — wenn sich solche 
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also aus Bilirubinammonium bilden, so hat nicht das Chloroform, 
sondern das sich entwickelnde Ammoniak die Umwandlung in 
diese Modifikation bewirkt, oder das Bilirubinammonium stellte 
bereits ein Derivat derselben vor —, unldslich in Chloroform 
blieben nur Spuren zuriick. Die Analyse des extrahierten Bili- 
rubins gab aber ein ganz abweichendes Resultat, es hat den 
Anschein, als ob statt des Methylalkohols Chloroform in das 


Molekiil eingetreten sei. 
0.1488 Subst. (105°) : 0,3567 CO, und 0,0828 H,O 
Ber.: CggHs,9,N, */+ CHC], 65,05°%o G und 5,95% H 
Gef. : 65,3 °/o 6,19 %Vo. 

Leider war eine Chlorbestimmung nicht mehr médglich, 
da inzwischen der Rest des Priparats von neuem in Bilirubin- 
ammonium tibergefiihrt worden war, was sehr gut vonstatten 
ging, allerdings mit geringeren Ausbeuten, da bei der kleinen 
Menge verhaltnismabig viel in den Filtern stecken blieb. Er- 
halten wurden etwa 2g krystallisiertes Bilirubinammonium, 
dessen Farbe mit der des krystallisierten Zinnobers zu ver- 
gleichen ist, und 1 g durch Ather gefalltes Bilirubinammonium. 

a) Der krystallisierte Teil kommt sofort ins Vakuum, am 
nichsten Tag 6 Stunden in eine Ammoniakatmosphire und wird 
dann im Vakuum zu konstantem Gewicht getrocknet. (Ana- 
lysen 1—3.) Erneute Behandlung mit Ammoniak und Ver- 
bringen in das Vakuum hatte keinen Einflu8 auf den Ausfall 
der Analysen (4 und 5), die dafiir sprechen, daf das Bilirubin- 
ammonium Methylalkohol enthalt. 

1. 0,1686 Subst. (i. V.) : 0,3972 CO, und 0,104 H,O 

2. 00,1420 » (90°, wobei kein Verlust gegen das Vakuum) : 0,3392 CO, 
| und 0,0874 H,O 

3. 0,1060 » (90°): 9,8 ccm N bei 16° und 749 mm B. 


4.01506 +» (90°, 0,4°/o Verlust gegen das Vakuum) : 0,3604 CO, und 
0,0979 H,O 

5. 0,1617 » (90°, kein Verlust) : 15,7 ccm N bei 13° und 725 mm B. 

Ber.: C,,H,,0,N, - NH,, CH,OH. 64,61°%o GC 6,79°%o H 11,06%o N 

Gef.: 1. 64,15°/o 6,83 °/o 


2. 3. 65,16% 6,85%  — 10,62% 

4. 5. 65,27%/o 7,22 % 10,94°Jo, 
b) Im Gegensatz zu diesem Priparat gab das durch 
Ather gefillte Bilirubinammonium, wenigstens was den Kohlen- 
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stoff betrifft, richtige Werte nach dem Trocknen bei 90°, wobei 
hier starke Abnahme festgestellt wurde. Die prachtvoll rote 
Fallung wurde nach einer Stunde filtriert, mit Ather nach- 
gewaschen, auf einen Tonteller gestrichen und im Vakuum 
getrocknet, wobei Verfirbung nur an den Riandern eintrat. 
Am niachsten Tag folgte eine sechsstiindige Behandlung mit 
Ammoniakgas, dann wurde wieder im Vakuum getrocknet. Das 
Pulver der Substanz hatte eine dunkelbraunrote Farbe. 


0,1391 Subst. (90°, wobei 3,2 °/o Abnahme gegeniiber d. Vak.) : 0,3356 CQ, u. 
0,0827 H,O 


0,1038 » (90°, » 2,530 > > >» » ):10 ccm N bei 
15,5° und 747 mm B. 
Ber.: C,,H,,O,N,-NH,. 65,89°/o C 6,5 /o H 11,65°/o N 
Gef.: 63,79 %/o 6,61 °/o 11,06 °/o. 


VI B. Darstellung von Bilirubin aus durch Ather 
gefilltem Bilirubinammonium mit Hilfe von Methyl- 
alkohol. 


Das 22,5 g Bilirubin A entsprechende Bilirubinammonium 
AB blieb iiber Nacht unter Ather stehen, wurde dann abge- 
saugt und rasch auf einem Tonteller getrocknet, worauf es 
mit siedendem Methylalkohol tibergossen und bis zur voOlligen 
Lésung etwa zwei Minuten lang im Wasserbade digeriert 
wurde. Bald darauf stellte sich eine Abscheidung ein (Fraktion 1), 
von der abgesaugt wurde. Aus dem Filtrat wurde der Methyl- 
alkohol bis auf ein kleines Volumen ganz langsam abdestil- 
liert, wobei Ammoniakentwicklung stattfand und eine zweite 
Abscheidung eintrat (Fraktion II). Das Filtrat von dieser ent- 
hielt noch etwas Substanz, die aber weitgehend veriindert 
sein mufte, was sich durch die dunkelgriine Farbung kennt- 
lich machte. 
Fraktion I. 1,5 g, i. V. getrocknet ein gelbbraunes Pulver. 
0,1510 Subst. (i. V.) : 0,3745 CO, und 0,0818 H,O 
0,0815 » (» »):7,0ccm N bei 20° und 746,5 B. 


Fraktion II. 4 g, i.V. getrocknet dunkelrot. 


0,1395 Subst. (100°, wobei 1,4°/o Abnahme gegen das Vakuum) : 0,3450 CO, 
und 0,0738 H,O 


0,0896 » (i. V.) : 7,4 ccm N bei 19° und 749 mm B. 
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CysHy,0.N,. Ber.:  67,81%o C 617% H 959% N 
Gef.: I. 67,64°/o 6,02 Jo 9,64 Jo 
ll. 67,38 °/o 5,88 %/o 935 %o 
14 Tage nach der Darstellung war Fraktion II bereits 


stark verdndert: 
0,1354 Subst. (100°) : 0,3280 CO, und 0,0778 H,O = 66,07°Jo G u. 6,39%o H. 


VII. Nach Abdestillation des Methylalkohols und des 
Athers aus den Mutterlaugen des durch Ather gefillten Bili- 
rubinammoniums fiel, wie bereits S. 87 erwiahnt wurde, ein 
hellrot gefarbtes Bilirubin aus, das in wetzsteinformigen Formen, 
die hiiufig gekreuzt auftraten, krystallisierte. Diese Beobach- 
tung konnte bei jedem dieser Versuche gemacht werden, doch 
war die Menge immer nur sehr gering, abgesehen von dem 
einen S. 115 erwaéhnten Fall beim Bilirubinammonium BB. So 
konnten nur einige Analysen mit den vereinigten Mengen ver- 
schiedener Darstellung ausgefiihrt werden. 


0,1500 Subst. (90°, keine Abnahme gegen das Vak.) : 0,3688 CQ, u. 
0,0874 H,O 

0.1460 » (105°, wobei 1,2°/o > 2 > » :0,3632 CO, u. 
0,0788 H,O 


01160 » (90°): 10,3 ccm N bei 15,5° und 735 mm B. 
01387 » (105°, wobei 0,46°/o Abnahme) : 0,3438 CO, u. 0,0800 H,0. 
C,,H,,0,N,. Ber.: 67,81°%%o C 6,17°/o H 9,59%o N 


Gef.: 67,06 °o 6,48 °/o 
67,85°/o 6,00 °/o 10,02 °/o 
67,60 °/o 6,43 °/o 


Die Léslichkeit in Chloroform war sehr gering: 1: 1366 
(0,017 g in 23,223 g CHCI,), der Riickstand hatte gelbbraune 
Farbe. 

Allem Anschein nach liegt in diesem Bilirubin eine be- 
sondere Modifikation vor: die rote Farbe halt sich dauernd, 
die Léslichkeit ist sehr gering, durch Chloroform findet Um- 


wandlung statt. 


Vill A. Aufnahme von Ammoniak durch verschiedene 
Bilirubinmodifikationen. 
Zur Verwendung gelangten: Bilirubin A, Farbe hellrot, 
voluminés, beim Reiben etwas elektrisch werdend, und Bili- 
rubin BB, Farbe braunrot, dichter wie A. 
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0,6133 g Bil. A. (i. ¥.) nehmen bei 15° 0,0490 NH, auf == 8 % 





0,5989 » > BB. (» ») » » 15° 0,0461 NH, » =7,7%. 
Abgabe an der Luft Abgabei.V. 
in in in Verbleib. Bili- 
3'/e Std. 3 Tagen 3 Tagen rubinmenge 
A. 0,029g 0,0490 = 8% 0,0075 0,6058, also 1,2 °/o Abnahme 
B. 0,01 » 0,0214 0,0390 0,6015, » 0,43°%o Zunahme 


Bei einer zweiten Behandlung mit Ammoniakgas nahmen 
nunmehr 
0,6058 Bil. A bei 18° 0,0353 NH, auf = 5,8 %/o 
0,6015 Bil. BB » 18° 0,0520 NH, » == 86%. 
Abgabe an der Luft 





i.2Tagen i.6 Tagen 
A. 0,0276 0,0346 Das Praparat hat sich stark verfirbt, Spuren lésen 
sich in NalICQg. 
B. 0,0178 0,0377 Das Priparat ist z. T. in NaHCO, léslich, da die 
NH,-Abgabe nicht vollstandig geworden ist. 
Es mag noch bemerkt werden, da eine andere Probe 
von Bilirubin A nach einer Aufbewahrung von 45 Tagen nur 
0,53°/o NH, aufnahm, die beim Liegen an der Luft wieder 


abgegeben wurden. 
0,3944 Subst. (i. V.) : 0,0021 NH, bei 15°. 


Vill B. Aufnahme von Ammoniak durch verschiedene 
Bilirubinammoniumpraparate. 


I. Krystallisiertes Bilirubinammonium A aus Rohbilirubin 
0,1678 g (i. V.) nehmen 0,0116 g NH, auf = 6,91°/o 
Ber.: C,,H,,0,N, 21/2 NH, == 7,28 °%/o. 

II. Krystallisiertes Bilirubinammonium AA. 

6,6150 g (i. V.) nehmen bei 16° 0,0225 g NH, auf == 3,66°/o, wovon 
0,51 °/o sehr rasch wieder abgegeben werden. 

Das Priiparat nimmt dann, im geschlossenen Uhrglas auf- 
bewahrt, an der Luft liegend um 0,0064 g (etwa 1°/o) in einem 
Tage zu, im Vakuum findet dann in 6 Tagen eine Abnahme 
bis auf 0,6035 g¢ statt, d. h. ein Gewichtsverlust von 1,82°/o 
liber das erste konstante Gewicht hinaus. 

Bei einer zweiten Behandlung mit Ammoniak betriagt die 
Aufnahme jetzt 3,28°/o, worauf an der Luft ganz langsame 
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Abnahme eintritt, im Vakuum wird nach 8 Tagen das konstante 
Gewicht 0,6052 erreicht. Das Praparat sieht jetzt durch und 
durch schwarz-rot aus und gibt bei der Analyse: 65,4°/o C, 
6,69°/o H, 11,1°%/o N. 

0,1331 Subst. (i. V.) : 0,3192 CO, und 0,0800 H,O 

0,1203 » (> ») : 11,8 ccm bei 15° und 736 mm B. 

III. Krystallisiertes Bilirubinammonium BAA (vgl. Abschn.V). 
1,1579 Subst. (i. V.) nehmen bei 18° 0,0290 NH, auf = 2,5 Jo 
11563 » (> ») > » 20° 0,0428 NH, » =3,7 °/o (2. Behandlg.) 
1.1407 > > ») > >» 19°0,0269 NH, » = 2,36°%o (3. > ). 

Jetzt bleibt das Gewicht nach dem Trocknen im Vakuum 
konstant (1,1407 g), durch die Behandlung mit Ammoniak ist 
also ein Gewichtsverlust von 1,5°/o erzielt worden. Die Analyse 
ergab jetzt: 

0,1795 Subst. (i. V.) : 0.4310 CO, und 0,1795 H,O 

0,0984 » (» »): 10,7 ecm N bei 18° und 744 mm B 

C33H,,0,N, + NH,;. Ber.: 65,89°/o C 6,50°% H 11,65°%o N 
Gef.: 65,49 °/o 6,45 %/o 12,2 %o. 

IV. Durch Ather gefiilltes Bilirubinammonium AAB. 

0,3500 g (i. V.) nehmen bei 16° 0,009 g NH, auf = 2,57 °/o. 

An der Luft im geschlossenen Uhrglas liegend findet in 
einem Tage eine Gewichtszunahme von 0,016 g = 4,6°/o statt, 
erst dann tritt Abnahme ein und im Vakuum wird das Gewicht 
0,3460 g erreicht. 

Bei einer zweiten Behandlung mit Ammoniak betrug die 
Aufnahme davon 2,7°/o, die Zunahme an der Luft 0,0065 g, 
das Endgewicht 0,3469 g. 

Das Priiparat hatte sich total verfarbt uud starke Ver- 
anderung erlitten: 

0,1337 Subst. (i. V.) ; 0,3086 CO, und 0,0807 H,O = 62,95 %/o C. und 6,7% H. 

Der Unterschied zwischen den Modifikationen des Bili- 
rubins, die dem krystallisierten Bilirubinammonium einerseits, 
dem durch Ather gefillten anderseits zugrunde liegen, tritt 
hier klar hervor. Doch nehmen beide Bilirubinammoniumarten 
iibereinstimmend mit dem als AA bezeichneten Priparat nur 
1 Molekel Ammoniak auf, das Vermégen des Bilirubinammo- 
niums A, 2!/2 Molekiile zu binden, bedarf daher weiterer Auf- 


klirung. 
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IX. Darstellung von Bilirubinammonium aus in Chloro- 
form leichter léslichen Bilirubinmodifikationen. 


A. Bilirubinpriparat, das aus Rindergallensteinen nach 
der Behandlung mit konzentrierter Essigsiure erhalten worden 
war. 13 g wurden in 65 ccm Methylalkohol suspendiert; beim 
Aufleiten von Ammoniakgas ging der Farbstoff sehr viel leichter 
wie das orange gefiirbte Bilirubin in Losung, die Lésung filtrierte 
glatt unter Benutzung eines Heifwassertrichters, setzte sich 
aber stark im Filter fest, so daB zweimal 25 ccm Methylalkohol 
zum Nachspiilen erforderlich waren. Das Auskrystallisieren 
des Bilirubinammoniums erfolgte sehr langsam: nach einstiin- 
digem Stehen in Eis hatten sich dunkelrot-braune Krystalle 
abgeschieden, deren Gewicht nach 16stiindigem Liegen auf 
einem Tonteller 3,4 g betrug (Fraktion a), tiber Nacht schieden 
sich dann noch ein wenig heller gefarbte Krystalle ab (Frak- 
tion b, 1,5 g). Das aus der Mutterlauge durch Ather gefiilte 
Bilirubinammonium wog nach dem Trocknen 7,5 g und besab 
eine schén rote Farbe, nur einige Teile erschienen verfirbt. 

Krystall. Bilirubinammonium. Fraktion a. 

Das Priiparat verliert beim langen Lagern im Exsikkator 
liber Kalk 8,8°/o, darauf im Vakuum noch 0,61 °%o. 

0,1900 Subst. (i. V.) : 0,4565 CO, und 0,1147 H,O 
0,1336 » (2'/, Monat im Exsikkat.): 13,4 ccm N bei 14° u. 750 mm B. 

Fraktion b verliert im Exsikkator tiber Kalk beim Lagern 

6,4°J/o, im Vakuum noch 0,54 9/o. 


’ 0,1408 Subst. (i. V.) : 15,6 ccm N bei 11° und 746 mm B 
0.16389 » (» ») : 0,8915 CO, und 0,1001 H,O. 


0,1198 Subst. (nach 4 Monat., i. V.) : 0,2876 CO, und 0,0718 H,O 
0.1342 >» (> 3 » » »): 14,3 com N bei 15° u. 732 mm B. 


Cy,H,,0,N, 11/2 NH,. Ber.: 64,97%o C  6,65°Jo H 12,6 %Jo N 


Fraktion b. a) Gef.: 65,14°/o 6,79 °/o 12,96 °/o 
C,,H,,0,N,-NH,. Ber.: 65,89 °%o 6,5 o/, 11,65 °/o 
Fraktion a. Gef.: 65,48 °/o 6,71°/o 11,64°/0 

> b. B) 65,47 °/o 6,66 °/o 12,00 °/o, 


Durch Ather gefiilltes Bilirubinammonium : 
0,1446 Subst. (i. V.) 70,3424 CO, und 0,0824 H,O = 64,57°/o C und 6,330 H 
0.1225 » (» »):13,4 ccm N bei 17° und 736 mm BB = 12,4% N. 
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Nach einer Aufbewahrung von 68 Tagen: 
0,1947 Subst. (i. V.) : 18,4 ccm N bei 14° und 739 mm B. = 10,8 °%o N. 


IX B. Sammelpréparat von leichter in Chloroform l6s- 
lichem Bilirubin, zunaéchst in Chloroform ldéslich geblieben, 


nach Abdestillation des Lésungsmittels beim Wiederaufnehmen, 


zuruckgeblieben, stammt teils aus Rohbilirubin, teils enthalt 
es die gekennzeichneten Teile, welche sich bei der Extraktion 
von Bilirubinammoniumpraparaten gebildet hatten. 
Analyse. 

0,1684 Subst. (90°) == 0,4140 CO, u. 0,0938 H,O = 67,05% C u. 6,19 °%o H 
01016 » (90°) =9cecm N bei 13° und 744mm B. = 10,24% N. 

Zur Darstellung des Bilirubinammoniums wurden 15 g 
des Priaparates mit 75 ccm Methylalkohol und Ammoniakgas 
in Lésung gebracht, was sehr leicht vonstatten ging, zum 
Nachspiilen dienten dreimal je 25 ccm Methylalkohol, so dab 
wieder eine 10°/oige Lésung vorlag. Doch fand eine Kry- 
Stallisation in der Kaltemischung nicht statt. Es wurde daher 
die ganze Lisung in einen Liter Ather gegossen und der Nie- 
derschlag (nach drei Tagen) filtriert, wobei er oberflichlich 
rasch griin wurde. 


X. Darstellung von Bilirubin aus den in Abschnitt IX 
beschriebenen Bilirubinammoniumpriparaten. 


A. a) Das krystallisierte Bilirubinammonium spaltet beim 
Erhitzen mit Chloroform das Ammoniak sehr rasch vollstandig 
ab, wobei sich prachtvoll rotgefarbtes Bilirubin abscheidet, 
ibm haftet, wie aus der Ldslichkeitsbestimmung hervorgeht, 
leicht lésliches Bilirubin an, von dem sich auch gréBere Mengen 
in der tiberstehenden Chloroformlésung befinden. 

Léslichkeit. 

21,3408 Chloroform enthalten 0,0642 Bilirubin = 1 : 332,5. 

Der Riickstand ist bedeutend schwerer ldéslich: 

26,378 Chloroform enthalten 0,0320 Bilirubin = 1 : 826. 

Nach der zweiten Behandlung ist das Bilirubin orange- 


rot gefirbt: 
15,300 Chloroform enthalten 0,0100 Bilirubin = 1: 1530. 
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Analyse: 
0,1477 Subst. (i. V.) = 0,3628 CO, u. 0,0906 H,O = 66,99 jo C u. 6,82 °%/o H 
01280 >» (>») = 103ccm N bei 9° und 745 mm B. = 9,71°%o N. 

A. b) 6g des durch Ather gefiallten Bilirubinammoniums 
werden in der Hiilse mit Chloroform extrahiert. 

Ausbeute : 

a) a) 3,5 g schwer lodslich abgeschieden, braungelb ge- 
firbt, B) vorhanden, rotbraun, +) vorhanden, verfarbt, in Na- 
triumbicarbonat léslich. 

b) In Chloroform unléslich, nur Spuren. 


Loéslichkeit von a. 
a) 1: 785,5 (20,1843 Chloroform enthalten 0,0257 Bilirubin) 
1: 737 (21,47 > . 0,0291 . ). 

Das urspriingliche vorliegende, rotbraune, in Chloroform 
leicht lésliche Bilirubin ist also tiber das Bilirubinammonium 
und durch die Behandlung mit Chloroform z. T. in schwer 
lésliches, orangegefirbtes Bilirubin tiibergegangen, z. T. ist es 
stark veriindert worden, ein anderer Teil ist anscheinend in 
der urspriinglichen Modifikation erhalten geblieben. 


X B. Das im Abschnitt IX B beschriebene durch Ather 
gefallte Bilirubinammonium wird z. T. sofort mit Chloroform 
extrahiert. 

Ausbeute aus 10 g: 

a) a) 6g, schén rot gefarbt, 6) 1g, +) vorhanden. 

In Chloroform unldslich: 

b) 2 g, hiervon in Alkohol léslich 0,2) also 170% des _ 

5 » Essigsdure » tik” cmeeedinien od 

Der Rest ist Bilirubin. 


Die in Essigséure léslichen Teile enthalten 0,487°/o S. 
0,2246 Subst. : 0,0080 BaSO,. 

Bei einem zweiten Teil erfolgte die Extraktion erst zwei 
Monate nach der Darstellung, sie zog sich auch hier wieder 
sehr in die Linge. 

Ausbeute aus 1,6 g: 

a) a) ca. 0,3 g in 3 Tagen, miffarben, 0,7 g nach sehr 
langer Extraktionsdauer, 8) ca. 0,2 g, y) ca. 0,2 g. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. IC, 9 
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In Chloroform unldslich: 
b) 0,4 g, also 25°/o des verwendeten Rohbilirubinam- 


moniums. 


XI. Umkrystallisation von Bilirubin aus verflissigter 
Carbolsiaure. 


Bilirubin laéB8t sich mit Hilfe von p-Naphtholmethylather 
und von Acidum carbolicum liquefactum umkrystallisieren und 
wird dabei in schénen Krystallen von helloranger, fast gelber 
Farbe erhalten. 

Versuch. 1 g Bilirubin A wurde in 40 g_ siedendes, 
91°/oiges Phenol eingetragen, wobei fast vollstaindige Lésung 
erfolgte, das Filtrat erstarrte im Exsikkator bei 12sttindigem 
Stehen, worauf das Lisungsmittel durch Ather weggenommen 
wurde. Erhalten wurden 0,7 g Bilirubin, das in langen, feinen, 
gelben Nadeln krystallisierte. Doch haftet ihnen Phenol hart- 
niickig an, erst durch dreimaliges Auskochen mit Alkohol konnte 
es entfernt werden. Das Priéparat sieht dann nach dem Trocknen 
im Vakuum gelbbraun aus. 

0,1376 Subst. (100°, wobei ca. 1°/o Abnahme gegen das Vakuum) 
0,3391 CO, und 0,0783 H,O = 67,21% G und 6,33% H. 

0,0992 Subst. (90°, phenolhaltig) : 8,2 cem N bei 17° und 741 mm B. 

: 9,35 °%o N. 














Eine neue Methode zur Bestimmung der Gesamtblutmenge 
des lebenden Menschen. 


Von 


Dr. Max de Crinis, Assistenten der k. k. Nervenklinik. 





Mit einer Abbildung. 


(Aus der k. k. Nervenklinik Graz, Vorstand Prof. Dr. Fritz Hartmann.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, Januar 1917.) 





Gelegentlich ausgedehnter Untersuchungen tiber das Ver- 
halten des Eiweifgehaltes im menschlichen Blutserum unter 
physiologischen und pathologischen Verhiltnissen, welche als 
Endziel die Feststellung gewisser Gesetzmibigkeiten bei neuro- 
pathologischen Zusténden im Auge hatten, haben sich Gesichts- 
punkte fiir eine neue Methode der Blutvolumsbestimmung des 
Menschen ergeben. 

Zur Bestimmung der Gesamtblutmenge eines Lebewesens 
steht uns vor allem die Methode von Welker zur Verfiigung. 
Sie erfordert jedoch das vollkommene Verblutenlassen des 
Tieres und hat daher nur theoretische Bedeutung. 

In kurzer Darstellung sei sie im Nachstehenden ge- 
schildert: Es wird zuerst eine geringe Blutmenge (b) dem 
Tiere entnommen. Hierauf laft man das Tier verbluten und 
wiischt das GefiiBystem mit Wasser solange aus, bis es farb- 
los ablauft. Das bei der Verblutung gesammelte Blut wird 
nun mit dem Spiilwasser vereint und dieses Gesamtvolumen 
wollen wir mit w bezeichnen. 

Soll nun die erste Blutprobe (b) durch Verdiinnen auf 
dieselbe Farbekraft gebracht werden wie die Mischung aus 
Blut und Spiilwasser (w), so ist eine entsprechende Wasser- 
menge als Zusatz notig (v). Ist y die tatsachliche Blutmenge 
des K6rpers, so ergibt sich folgendes Verhiltnis: 


b:(b+v) =y:w 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. IC. 10 
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Die gesamte Blutmenge ist sonach 
b 


Die Methode kann jedoch nicht als ganz verlaBlich gelten, 
da ja trotz guter Durchspiilung Hamoglobinmengen in den Or- 
ganen zuriickbleiben, und der natiirliche Farbstoff der quer- 
gestreiften Muskeln ebenfalls Hamoglobin ist. 

Auf diese Weise wurde nun die Blutmenge von Tieren 
bestimmt. Bischoff verwendete diese Methode auch zur Be- 
stimmung der Blutmenge am Menschen, indem er die Leichen 
von zwei hingerichteten Verbrechern dazu beniitzte. So fand 
er die Gesamtblutmenge des Menschen mit 4,9 kg rund 5 Liter, 
das ist gleich 7,1—7,7°/o des Korpergewichtes. 

Dem Bediirfnisse, das Blutvolumen am lebenden Menschen 
zu bestimmen, entsprangen die Versuche vor allem Kott- 
manns,') der physiologische Kochsalzlésung infundierte und 
die dadurch entstandene Blutverdiinnung mit einem Prazisions- 
himatokriten bestimmte, doch konnte sich die Methode infolge 
ihrer geringen Zuverlassigkeit nicht einbiirgern (Oerum).?) Mit 
mehr Erfolg hat Haldane®*) eine Methode zur Bestimmung 
des Blutvolumens ver6ffentlicht. Das Prinzip ist in aller Kiirze 
das folgende: Die bindende Kraft des Sauerstoffs des Blutes 
eines Individuums wird bestimmt und in Prozenten der nor- 
malen ausgedriickt. Man la$t nun das Individuum ein genau 
bestimmtes Volumen Kohlenoxyd einatmen und ist dann im- 
stande, mittels einer kolorimetrischen Methode die Sattigung 
des Blutes in Prozenten zu bestimmen. Aus der Proportion 
ergibt sich dann das Blutvolumen: 

Ist die Menge von Kohlenoxyd 100 ccm und der 
Sattigungsgrad 25°/o, so braucht die gesamte Blutmenge zur 
Sattigung: 

100: 25 = x: 100 
x = 400 ccm 





') Archiv f. experiment. Patholog. u. Pharmakolog., Bd. 54, 1906. 
*) Archiv fiir klin. Medizin, Bd. 93, 1908, S. 365. 
*) Journal of physiolog., Bd. 25, 1900, S. 381. 





, , 


SNELL AGIOS 














Pe, 


© a, Cee ree 











Methode zur Bestimmung der Gesamtblutmenge des leb, Menschen. 133 


Betragt nun die Sattigung des Sauerstoffes in der Probe 

20°/o, so ist die Blutmenge 
100 : 20 = x: 400 
x = 2000 

Die Methode hat vor allem einen Nachteil — sie ist 
nicht einfach und verlangt eine gewisse physiologische Schu- 
lung und Fertigkeit, die vom praktischen Arzt nicht verlangt 
werden kann. Daher hat sie bisher mehr oder weniger nur 
ein physiologisches Interesse geboten. 

Die Blutmenge, welche damit von Oerum am gesunden 
Menschen berechnet wurde, schwankt zwischen 2828 und 
5020 oder in Prozenten des K6rpergewichtes ausgedriickt 
3,7—8,3 °/o. 


Theorie einer neuen Methode. 


Im Nachfolgenden will ich nun zeigen, daB es méglich 
ist, in vivo die Gesamtblutmenge auch zu berechnen, wenn 
man von folgender Uberlegung ausgeht: 

Haben wir eine Lésung von unbekanntem Volumen (x), 
in der nur ein Korper gelést ist, kennen wir den Prozentge- 
halt (a) dieses geldsten Kérpers und verdiinnen wir diese Lésung 
mit einem bestimmten, bekannten Volumen (v), so kénnen wir 
nach Bestimmung des Prozentgehaltes dieser verdiinnten Lésung 
(b) auf das unbekannte Anfangsvolumen nach der Proportion 
schlieBen 

(x + v):x =a:b 
oder auf Grund der Erwagung, daB das Gewicht des gelésten 
Korpers gleichgeblieben ist 

ax = (x + v) Db, 
daB also das Gewicht des gelésten Korpers gleich ist dem 
Produkte des Gewichtes des Lésungsmittels mit dem Prozent- 
gehalte. Diese beiden Produkte sind gleich, da ja das absolute 
Gewicht des gelésten K6rpers sich nicht gedndert hat. 

Betrachten wir nun die Verhialtnisse am Serum, so sehen 
wir, wie ich dies auch noch spater ausfiihrlicher auseinander- 
setzen werde, dai 

10* 
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1. das EiweifB den gréften Anteil der gelésten K6rper 
im Serum ausmacht (7—9°/o), 

2. die tibrigen gelésten Korper nur den ca. 10. Teil aus- 
machen und nur sehr geringen Schwankungen ausgesetzt sind. 

War es nun mdglich, an einem Individuum den prozen- 
tuellen EiweiBgehalt des Serums festzustellen und setzen wir 
dann eine kiinstliche Serumverdiinnung (Hydraémie), indem wir 
eine physiologische Kochsalzlésung rasch (intravenés) einver- 
leiben, so dai der in dieser Zeit etwa durch die ausscheidende 
Tatigkeit der Nieren und iibrigen Driisen, sowie durch Fliissig- 
keitswanderungen iiberhaupt, wie z. B. die Resorption und 
die Transpiration vom Darmtrakt aus entstehende Fehler aus- 
geschaltet ist, so kénnen wir nach Bestimmung des Eiweib- 
Prozentgehaltes nach der kiinstlich geschaffenen Hydrimie 
die friiher ausgefiihrte Proportion anwenden. 

Ist x das zu suchende Gesamtblutgewicht und fanden wir, 
daB der Eiweifgehalt nach Einverleibung von 500 ccm 0,8 jo 
NaCl von 8°/o auf 7,3°/o sank, so lautet die Proportion: 

(x + 500):x = 8:7,3 
7,3 x + 3650 = 8 x 
0,7 x = 3650 
Das Gesamtgewicht x = 5214 g. Beim Umstande nun, daf 
das spezifische Gewicht des Serums 1,028 betraigt, kann man 
das Gewicht gleich dem Volumen setzen und den Fehler ver- 
nachlissigen. 

Diese Methode der Bestimmung der Gesamtblutmenge setzt 
voraus, dai der Eiweif-Prozentgehalt des Serums sehr genau 
ermittelt wird, was nur mit Hilfe der Refraktometrie rasch 
und mit der entsprechenden Genauigkeit gelingt. Strubell*) 
war der erste, der die Refraktometrie in die praktische Me- 
dizin einfiihrte. Ihm folgten StrauB,?) Korany,*) Sande- 
lowski*) und Reif,5) von denen besonders letzterer sich 


‘) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 69, 1901. 

*) Deutsch. med. Wochenschr., 1905, S. 2. 

’) Arch, f. d. ges. Physiolog., Bd. 110, S. 1905. 

*) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 96, 1909. — 
5) Ergebnisse der inneren Medizin und Kinderheilkunde, Bd. 10, 


1903, S. 531. 
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grofe Verdienste um das Studium und die klinische Verwertung 
des Refraktionswertes am Serum erwarb. 

Was die Methodik der Bestimmung des Brechungs- 
exponenten betrifft, so sei sie im Nachstehenden kurz zu- 
sammengefaBt: Wenn Lichtstrahlen, die sich in einem durch- 
sichtigen Medium verbreiten, auf die ebene Grenzfliche eines 
zweiten durchsichtigen Mediums auftreffen, erfahren sie in der 
Regel eine zwei- 
fache _Richtungs- 
dinderung. Der eine 
Teil wird reflektiert, 
der andere Teil 
dringt in das neue 


ee 
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fraktion des Licht- 
strahls ist durch das Snelliussche Brechungsgesetz bestimmt, 
welches lautet: 

1. Der gebrochene Strahl liegt in der Einfallsebene auf 
der enigegengesetzten Seite des Einfallslotes wie der ein- 
fallende Strahl. 

2. Der Sinus des Einfallswinkels steht zum Sinus des 
Brechungswinkels in einem konstanten Verhiiltnis: (= n,). 

Dieses Brechungsverhiltnis ist unabhingig vom Einfalls- 
winkel, doch kann der Einfallswinkel nicht iiber einen bestimmten 
Wert hinauswachsen. Geht ein Strahl von einem diinneren 
Medium in ein dichteres, so kann der Einfallswinkel nicht 
groBer werden als 90°. Der Brechungswinkel hat dann auch 
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seinen gréBten Wert erreicht, z. B. fiir Luft gegen Glas 41° 
48‘ 35" (+S). 

Kommt nun der Strahl von entgegengesetzter Richtung, 
also vom dichteren Medium ins diinnere, so kann der Einfalls- 
winkel im friiheren Beispiel Glas-Luft nicht gréfer werden als 
41° 48‘ 35", da der Brechungswinkel bereits 90° betragt, 
also streifend an der Grenze der Medien hinliuft. Wachst der 
Einfallswinkel weiter, so tritt der einfallende Strahl nicht mehr 
aus dem dichteren Medium heraus, sondern wird in das gleiche 
Medium zuriickgebrochen, welcher Vorgang als totale Reflexion 
bezeichnet wird. Der Einfallswinkel, bei dem totale Reflexion 
eintritt, heiBt der Grenzwinkel der totalen Reflexion und ist 
dem Grenzwinkel der Brechung bei umgekehrtem Strahlen- 
gang gleich. 

Der Brechungskoeffizient andert sich mit der Temperatur 
und der Dichte seines Korpers. Daher stellten H. Lorentz 
und L. Lorentz eine Formel, die die Lichtbrechung von diesen 
iuSeren Umstinden unabhingig macht und nur jenen EinfluB 
bestehen laBt, welcher durch die Natur des betreffenden Stoffes 
bedingt ist. Sie lautet: 

_ @— 1-1 
sled n? + 2d 
daher nennt man den Wert R die spezifische Refraktion. 
Daraus leitet sich der Begriff der Molekularrefraktion ab, als 
Produkt der spezifischen Refraktion mit dem Molekulargewicht 


M: (Molekulargewicht) 
MR = 





(n? — 1)-M 
m+t2d’ 

Die weiteren Forschungen auf diesem Gebiete ergaben, 
daB die Molekularrefraktion in der Regel gleich ist 
der Summe der einzelnen Atomrefraktionen. 

Auch die spezifische Refraktion von L6sungsmengen setzt 
sich additiv aus den spezifischen Refraktionen der einzelnen 
gelisten Bestandteile zusammen. Man kann aus der spezifischen 
Refraktion der einzelnen Bestandteile eines Gemisches (ent- 
sprechend deren Prozentgehalt) durch einfache Addition die 
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spezifische Refraktion des Gemisches berechnen. Es ergeben 
sich wohl dabei geringe Abweichungen, die jedoch praktisch 
keine Rolle spielen. Umgekehrt kann man aus der spezifischen 
Refraktion des Gemisches auf die Menge des einen Bestand- 
teiles schlieBen, wenn man die spezifische Refraktion und die 
Menge des andern kennt. Ja man kann sogar die Refraktion 
eines Gemisches rechnerisch verwerten, wenn nicht ein ein- 
zelner Bestandteil, sondern eine Summe von Bestandteilen 
praktisch als konstant angesehen werden darf. Die gebriuch- 
lichsten Refraktometer sind die von Abbe und Pulfrich, 
welche den Grenzwinkel der totalen Reflexion messen. 

Fiir medizinische Zwecke hat sich das Pulfrichsche 
EKintauchrefraktometer am geeignetsten erwiesen. Es besteht 
in der Hauptsache aus einem brechenden Prisma, einer Skala 
und einem Fernrohr, mit welchem die Skala abgelesen wird. 
Das Prisma wird in die zu untersuchende Fliissigkeit einge- 
taucht und der Brechungswert an der Skala abgelesen. 

Diese Bestimmung hat jedoch den Nachteil, daB dazu 
grofere Fliissigkeitsmengen (mindestens 2—: ccm ndotig sind), 
deshalb wurde von der Firma Zeifi dem Apparate ein Hilfs- 
prisma beigegeben. Einige Tropfen der zu untersuchenden 
Fliissigkeit werden auf die horizontal gehaltene Hypotenusen- 
fliche des Hilfsprismas gebracht und dieses dann an das Prisma 
angelegt und befestigt. Zwischen Prisma und Fernrohr ist ein 
Amiciprisma eingeschaltet, durch das die Dispersion des Lichtes 
reguliert und ausgeschaltet werden kann. 

Da sich mit der Anderung der Temperatur auch das 
Brechungsvermégen dndert, ist es notwendig, die zu unter- 
suchende Fliissigkeit (Serum) auf eine konstante Temperatur 
zu bringen (Zimmertemperatur) 17,5°. Zu diesem Zwecke wird 
die zu untersuchende Fliissigkeit in ein kleines Becherglas 
gebracht und dieses wieder in einen Trog, der mit Wasser 
von der Temperatur 17,5° angefiillt ist. Benitzt man das 
Hilfsprisma, so wird um das letztere eine wasserdichte Hiilse 
befestigt und dann das Refraktometer in das Wasser getaucht, 

Es ist daher dem Refraktometer ein Aufhangegestell bei- 
gegeben, das am Rande des Troges befestigt wird und mit 
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einem Spiegel versehen ist. Der Spiegel wird auf das Re- 
fraktometer eingestellt und die Brechung durch das Okular 
beobachtet. Es zeigt sich ein Schatten mit einer scharfen 
Grenzlinie, durch den die Brechung zum Ausdrucke kommt 
und auf einer Skala abgelesen werden kann. Die Ablesung 
erfolgt auBer an den Teilstrichen der Skala noch durch Hand- 
habung einer Mikrometerschraube mit Trommelteilung, welche 
die Skala gegen die Trennungslinie um einen ganzen Teilstrich 
zu verschieben vermag. 

Da die 10 Teilstriche der Trommelteilung der Ver- 
schiebung um einen ganzen Teilstrich der Skala entsprechen, 
kénnen Zehntelteilstriche an der Trommel unmittelbar abge- 
lesen und einige Hundertstel unter besonders giinstigen Um- 
stinden noch geschiitzt werden. 

Man kann nun bemerken, daf die Grenzlinie des Schattens 
zu Beginn der Ablesung nicht gleich bleibt, sondern sich, 
allerdings nur gering, andert, wenn die Temperatur der zu 
untersuchenden Fliissigkeit noch nicht konstant ist und die 
des umspiilenden Wassers (17,5°) noch nicht angenommen hat. 
Nach ca. 5—7 Minuten bleibt die Grenzlinie konstant und erst 
jetzt liest man genau ab. Aus den Skalenteilen berechnet 
man sich nach der Tabelle von Zeif, welche auf 17,5° ge- 
eicht ist, den entsprechenden Brechungsindex n,,. (Eine solche 
Tabelle liegt jedem Refraktometer bei.) 

E. Reif empfiehlt zur Blutentnahme eine u-férmig ge- 
bogene Kapillare, die ca. 0,7 bis 1 ccm Blut faBt. Die Aus- 
fiihrung bei der Blutentnahme ist folgende: es wird ein kleiner 
Kinstich mit einer Lanzette an der Fingerbeere oder Ohr- 
lappchen gemacht und hierauf laft man das Blut durch die 
Kapillaritét in die u-formige Kapillare sich einsaugen; hierauf ver- 
schlieit man die Kapillare und zentrifugiert sie, und entnimmt 
dann das Serum zur Bestimmung. Diese Methode hat den Vor- 
teil, dafsi man mit sehr geringen Blutmengen (1 ccm) auskommt. 

Hat man den Skalenteil, auf den sich der Schatten im 
Refraktometer eingestellt hat, abgelesen, so kann man daraus 
den Brechungsindex ermitteln. Aus diesen Brechungswerten 
kann man auch den Eiweifgehalt im Serum _ berechnen, 
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wenn man von folgenden Uberlegungen ausgeht: der Salz- 
gehalt des Serums ist nur geringen Schwankungen ausgesetzt, 
wie das aus den Bestimmungen der Gefrierpunktserniedrigungen 
hervorgeht. So betriagt die Gefrierpunktserniedrigung des Se- 
rums ziemlich genau 0,56°. In extremen Fiillen (Urémie) 
kommt es bis zu den Werten 0,71°, wobei jedoch zu beriick- 
sichtigen ist, dafi diese Erhdhung in erster Linie durch die 
EiweiSschlacke und nicht durch die Anderung des Salzge- 
haltes bedingt ist. Weiter ist zu beriticksichtigen, dafi der 
Eiweibgehalt des Serums (7—9°/o) um das 9—10fache des 
Salzgehaltes des Serums betragt. Auferdem wissen wir, 
da8 der Brechungskoeffizient fiir Eiweif mindestens ebenso 
groB ist wie derjenige fiir Chlornatrium und groéfer als 
derjenige fiir die iibrigen wesentlichen Bestandteile des Blut- 
serums. Der refraktometrische Wert einer 1°/oigen Eiweil- 
ldsung ist nimlich um 0,00172 grodfer als der Brechungswert 
fiir destilliertes Wasser. Wir miissen daher, um den Brechungs- 
koeffizienten einer 1 °/o igen Eiweiflésung zu erhalten, zu dem 
Brechungswerte des destillierten Wassers 0,00172 addieren. 
Der Brechungsanteil von einer 1°%joigen Chlornatriumlésung, 
also jene Zahl, um welche der Brechungswert der Chlorna- 
triumlésung von dem Brechungswerte des destillierten Wassers 
unterschieden ist, ist 0,00175, von Traubenzucker 0,00142, 
von Harnstoff 0,00145, woraus zu ersehen ist, dafb der bre- 
chungswert von EiweiB von den Salzen im Serum auch in 
den entsprechenden Loésungen nicht tibertroffen wird. Da der 
Salzgehalt des Serums jedoch nur ungefihr 0,86°/o betriigt, 
der des Eiweifes 7—9°/c, kOnnen wir somit den Salzgehalt des 
Serums praktisch vernachlassigen. 

Gegen den Einwand, da die Verhiltnisse am Serum 
eine refraktometrische Auswertung deshalb nicht zulassen, weil 
der refraktometrische Wert nur eine additive Funktion dar- 
stellt, so lange es sich um echte Mischungen handelt, ist zu 
bemerken, daf die Versuche von E. Reif,!) Herlitzka,?) Ro- 
bertson#) u. a. ergeben haben, daf bei Veriinderungen des 





Le. *) 
3) Journ. of biolog. chemistry 8, 1910. 
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Kochsalzgehaltes der Eiweifldsung keine Reaktionen vor sich 
gehen, die einen wesentlichen spezifischen EinfluB auf den 
Brechungskoeffizienten austiben wiirden. 

Unter Beriicksichtigung aller dieser Faktoren wurde nun 
von E. Reif folgende Tabelle zur Berechnung des EiweiB- 
prozentgehaltes aus dem Brechungsexponenten ausgearbeitet. 


Tabelle 
zur direkten Umrechnung der Skalenteile des Eintauchrefraktometers 


bei 17,5° C. in Eiweifprozente. 








Blutserum 























Brechungsindices Ny fiir destilliertes Wasser . . . 1,33320 

Np fiir die Nichteiweibkérper . . 0,00277 

zu nebenstehenden ny fir 1 Prozent Eiweih . . . . 0,00172 

Skalenteilen tee ali 

Skalenteile Eiweif in °/o Eiweifs fiir 

1 Skalenteil 
1,33869 30 1,74 0,220 
1,34086 35 2,84 0,220 
1,34275 4) 3,94 0,218 
1.34463 45 5,03 0,218 
1,34650 50 6,12 0,216 
1,34836 5d 7,20 0,216 
1,35021 60 8,28 0,214 
1,35205 65 9,35 0,212 

1,35388 70 10,41 





Normaler Eiweifgehalt des menschlichen Blutserums. 


Der Eiweifgehalt des menschlichen Blutserums schwankt 
auch unter normalen Verhaltnissen zwischen den Werten von 
7,6°/o und 9,1°%/o, beim Séugling bis zum 5. Lebensjahre 
zwischen 5,6°/o und 6,6°/o. Unter normalen Verhialtnissen 
treten bei ein und demselben Individuum auch Anderungen im 
Eiweifgehalt ein, doch sind dieselben, sofern sie durch die 
Nahrung bedingt sind, gering. Auch die Fliissigkeitszufuhr und 
Salzzufuhr per os spielen nur eine untergeordnete Rolle. Bei 
Muskelarbeit tritt eine Erhédhung des Brechungskoeffizienten 
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ein, die wohl durch die Wasserabgabe an den arbeitenden 
Muskel, Blutdrucksteigerung und Transpiration zu erkliaren ist 
und den Eiweifigehalt des Blutserums oft um 1/2 bis zu 1°/o 
zu andern imstande ist. Ich habe daher meine Bestimmungen 
zum groften Teil im niichternen Zustande und bei ausge- 
schalteter Muskelarbeit ausgefiihrt. 

Zur Bestimmung eignen sich wohl nur solche Patienten, 
bei denen keine Herz- und Gefaéferkrankungen vorliegen und 
die Nierenfunktion keinerlei St6érungen aufweist. Werden diese 
Umstinde beriicksichtigt, so sind auch die Gefahren, die eine 
intravenése Kochsalzinfusion gegebenen Falles nach sich ziehen 
kénnte, beseitigt. Ferner ist wichtig, dafi der Patient niichtern 
ist, da durch die Resorption vom Darm aus sich Fehler ergeben 
kénnten; ebenso mu die Wasserresorption und Abgabe auf 
ein Minimum eingeschriinkt werden, weshalb die Aufnahme 
von Wasser sowie kOrperliche Arbeit unmittelbar vor der 
Bestimmung vermieden werden sollen. 


Praktische Ausfiihrung der Methode. 


Man staut das Blut in den Venen des rechten Armes; 
hierauf wird mit einer Hohlnadel, deren Lumen 1,0 mm betrigt, 
die Venenpunktion ausgefiihrt. Nachdem die Nadel gut in die 
Vene eingefiihrt ist, 1a68t man nur soviel Blut in ein Zentri- 
fugengliischen abfliefen, als fiir eine Serumuntersuchung erfor- 
derlich ist (Maximum 8 ccm), verschlieBt es luftdicht, entfernt 
die Staubinde und verbindet die Hohlnadel mittels eines 
Schlauches, der auf sie paBt, mit einem 500 ccm physiologische 
Kochsalzlésung gefiillten Infusionscylinder. 

Ist die Venenpunktion gut ausgefiihrt, das heibt, befindet 
sich die Spitze der Hohlnadel frei beweglich im Innern der 
Vene, so sind bei dem schon genannten Innendurchmesser 
der Hohlnadel in 4—5 Minuten die 500 ccm physiologische 
Kochsalzlisung eingeflossen. 

Darnach wird die Nadel entfernt, die Punktionsstelle 
versorgt und nun wartet man 4 Minuten, wihrend welcher 
Zeit der Patient zwecks Férderung der Zirkulation im Zimmer 
auf und abgeht. Nach Ablauf der 4 Minuten staut man den 
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linken Arm und 1a$t aus einer Vene dieses Armes die fiir 
die Bestimmung eines Brechungsexponenten notige Blutmenge 
in ein Zentrifugierréhrchen einflieBen und verschlieBt dasselbe 
wieder luftdicht. 

Beide Blutproben, sowohl die vor der Infusion als auch 
die nach der Infusion gewonnenen laft man solange ver- 
schlossen stehen, bis das Blut geronnen ist, zentrifugiert sie 
verschlossen, pipettiert das Serum ab und fiihrt die Brechungs- 
bestimmung aus. Aus den Brechungswerten berechnet man 
nach der Tabelle von Reif den Eiweifprozentgehalt und 
findet nun eine Differenz im Eiweifprozentgehalt vor und nach 
der Infusion, die nach der friiher erwihnten Proportion auf 
das Gesamtblutgewicht, bezw. Gesamtblutvolumen schliefen 
laBt; ein Beispiel soll dies erliutern: 

War der Eiweifgehalt vor Infusion 8,0°/o, nach der 
Infusion von 500 cem physiologischer Kochsalzlésung 7,3 °/o, 
so lautet die Proportion: 

(x + 500): x = 8,0: 7,3 
x = 5214 ccm. 

Die Blutmenge betriigt demnach 5214 ccm. 

Ich méchte gleich im Anschlu$8 daran auf eine Einwen- 
dung eingehen, die gemacht werden kann: Die von mir be- 
niitzte O,8°/oige Kochsalzlésung gleicht in ihrem optischen 
Verhalten nicht dem enteiweiften Serum: denn sie _ besitzt 
einen Brechungsanteil n, = 0,00140, wihrend die Gesamt- 
heit der NichteiweiBkérper des Serums einen Brechungsanteil 
von n, = 0,00277 besitzen. Diese Zahlen ergeben, zum Re- 
fraktionswert des destillierten Wassers addiert, den Brechungs- 
exponenten der entsprechenden Fliissigkeiten, das ist im 1. Fall 
die 0,8°/oige NaCl-Lésung, in letzterem enteiweifites Blutserum. 

Bei der Berechnung des Eiweifprozentgehaltes aus dem 
Brechungswert des Serums vor und nach der Infusion wird 
aber der Brechungswert der Nichteiweifik6érper als konstant 
angenommen, obwohl sich durch die Einverleibung und Ver- 
mengung des Blutes mit einer Fliissigkeit von geringem 
Brechungswert ein Fehler ergibt: Wiirden wir genau so viel 
Kubikzentimeter 0,8°/oige NaCl-Lésung einverleiben, als das 
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Gesamtvolumen des Blutes betriigt, so wiirde durch diese 
Blutverdiinnung der Brechungsanteil der Nichteiweibkérper 
erniedrigt werden: 
Brechungswert 0,8°/o NaCl . . . .0,00140 
Nichteiweibkérper. . . . .. . . . 0,00277 
0,00417 :2 
Brechungswert der Verdiinnung . . . 0,00208 

Der Brechungsanteil der Nichteiweifk6rper in dieser 
Blutverdiinnung betriige also unter der Voraussetzung gleicher 
Volumina 0,00208, ist somit um 0,00069 niedriger als der 
Brechungswert der unverdiinnten Nichteiweifkérper und macht 
dadurch die Eiweiibestimmung aus dem Brechungswert un- 
genau. 

Da wir aber nur 500 ccm 0,8 NaCl einverleiben, also 
circa den 10. Teil des Gesamtblutvolumens, so sinkt der 
Brechungsanteil der NichteiweiSkorper um nur n, 0,00007. 

Dieser Wert betragt 4—5°/o der Abnahme des Brechungs- 
wertes des Serums nach Einverleibung von 500 ccm 0,8 NaCl- 
Loésung. 

Daher ist bei priazisen Bestimmungen dieser Fehler zu 
beriicksichtigen und sind zum Brechungswert des Serums 
nach Infusion von 500 ccm 0,8°%/oiger NaCl-Lisung 0,00007 
zu addieren. 

Fanden wir z.B. im friiher erwahnten Beispiele 

vor der Infusion 


Skalenteile ny EiweiB in Prozenten 
58,61 1,34969 8,00 °/o 

nach der Infusion von 500 ccm 0,8°/o NaCl 

Skalenteile Ny Eiwei8 in Prozenten 
55,50 1,34855 7,3°/o0 


so ist zum Brechungswert 0,00007 zu addieren; wir erhalten 


somit 


n, 1,34862 


Rechnen wir es nun, um die Reifsche Tabelle be- 
niitzen zu kénnen, durch Interpolation auf die Skalenteile des 
Refraktometers um, so erhalten wir: 
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Skalenteile Ny Eiweif in Prozenten 
55,70 1,34862 7,35 °/o 


Daher lautet nun die Proportion: 
(x + 500):x = 8: 7,35 
7,35 x + 3685 = 8 x 
0,65 x = 3685 
x = 5669 ccm. 

Noch einfacher eliminiert man diesen Fehler, indem 
man zu der nach der Infusion gemachten Ablesung 0,2 Teil- 
striche addiert, weil 0,00007 ungefaihr 0,2 Teilstrichen der 
Pulfrichsschen Eintauchrefraktometer entsprechen. 

Bei diesen Bestimmungen des Brechungswertes wurde 
bisher die Titigkeit der Nieren und itibrigen Driisen nicht be- 
riicksichtigt; nun soll auch auf diese Frage eingegangen werden. 
Durch die Nierentitigkeit, besonders durch die Auscheidung 
von Fliissigkeit aus dem Blutserum dndert sich die Konzentra- 
tion des Serums und somit auch der Eiweifprozentgehalt. Vom 
Beginn der Infusion bis zur 2. Abnahme des Blutes vergehen 
10 Minuten. 

Wieviel Flissigkeit ist nun die Niere imstande in der 
Zeiteinheit auszuscheiden ? Diese Frage kann zunachst nicht be- 
antwortet werden, da ja die physiologische Breite der Nieren- 
taitigkeit groBen Schwankungen unterworfen ist. Die Versuche, 
welche ich anstellte, diirften wohl das Maximum der Sekretions- 
leistung der Niere unter normalen Bedingungen vorstellen. Ich 
lie8 mir zuerst 300 ccm 0,86 °/oige NaCl-Lésung infundieren und 
fand, daf nach 1 Stunde der EiweifSgehalt zur Norm zuriick- 


gekehrt war. 
Vor der Infusion 


Skalenteile Eiweif in Prozenten 
58,92 8,05°/o 
1 Stunde nach Infusion von 300 cem NaCl 
Skalenteile EiweiB in Prozenten 
58,92 8,05°/o 


Damit begniigte ich mich nicht, sondern lieS mir an 
einem anderen Tage 500 ccm 0,86°/oige NaCl infundieren und 
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fand, daB nach 1 Stunde der EiweiBgehalt nicht zur Norm 
zurickgekehrt war, sondern noch eine Hydramie bestand 
und zwar ergibt sich aus der nachstehenden Rechnung, dab 
von 500 ccm noch 200 ccm in meinen Adern kreisten. 


Vor der Infusion 


Skalenteile EiweiB in Prozenten 
61,20 8,56/o 
10 Minuten nach der Infusion von 500 ccm NaCl 
Skalenteile Eiweif in Prozenten 
57,40 7,76°/o 
+ 0,20 
57,60 


Es ergibt sich folgende Proportion: 
(x + 500): x = 8,56: 7,76 
7,76 x + 3880 = 8,56 x 
0,80 x = 3880 
x = 4850 ccm 
Ich hatte daher damals ein Blutvolumen von zirka 
4850 ccm. 


Nach 1 Stunde war der Brechungswert meines Serums 
Skalenteile Eiweifi in Prozenten 
59,60 8,20°/0 


Wir schreiben die Proportion nun so: 
(4850 -+- x): 48 = 8,56: 8,20 
39770 + 8,2 x = 41516 
8,2 x = 1746 
x = 213 ccm 


Es waren also in meinem Blute noch rund 200 cem der 
eingefiihrten NaCl-Loésung. 

Ich hatte demnach in 1 Stunde rund 300 cem Filiissig- 
keit ausgeschieden — eine gewaltige Leistung der Nieren. Auf 
die Zeit zwischen 2 Infusionen, das sind 10 Minuten, entfallt 
demnach der 6. Teil, das sind 50 ccm. 

Wenn man daher statt 500 ccm 550 ccm infundiert und 
in die Rechnung nur 500 ccm einsetzt, beriicksichtigt man 
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auch den Fehler, der durch die Sekretionsleistung und andere 


Fliissigkeitsiibertritte bedingt ist. 
Werden nun die vorstehend erwihnten Fehler beriick- 


sichtigt, so wird der Versuch folgendermafen ausgefiihrt und 
berechnet. 


Pat. M. KI. 
Serum vor der Infusion: 

Skalenteile Kiweib 

58,20 7,9 °/o 

Serum nach Infusion von 550 ccm 0,86°/o NaCl: 

Skalenteile Kiweib 

54,40 7,12°/o 
+ 0,20 

54,60 


(x + 500): x = 7,9: 7,12 
7,12 x + 3560 = 7,9 x 
0,77 x =: 3360 
x = 4624 ccm. 


Bevor ich auf die praktischen Ergebnisse der Blutvolums- 
bestimmung eingehe, méchte ich betonen, dai die Methode bei 
wiederholter Anwendung derselben auf ein und dieselbe Person 
an verschiedenen Tagen wider Erwarten bis auf 200 ccm 
iibereinstimmende Werte fiir das Blutvolumen geliefert hat. 
Diese Abweichungen sind weit geringer als die auf Grund der 
dargelegten Schwierigkeiten vorausgesehenen und zeigen, daB 
mein Verfahren der Bestimmung des Blutvolumens am lebenden 
Menschen den Bediirfnissen der klinischen Medizin vorlaufig 


vollauf entspricht. 


Vorlaufige Ergebnisse. 


Wenn ich nun die Ergebnisse der Blutvolumbestimmung 
an intern Gesunden — ich habe als Versuchspersonen Gesunde 
und solche Nervenkranke verwendet, bei denen die Kochsalz- 
infusion aus therapeutischen Griinden Anwendung fand — vor- 
liufig zusammenfasse, so kann ich auf Grund von 19 Be- 


stimmungen folgendes mitteilen: 




















Ce en ee a 





Methode zur Bestimmung der Gesamtblutmenge des leb. Menschen. 147 











Tabelle I. 
—_—_—_——K————————————————————————— — 
Datum | Berech- | K6r- Vertes Blutvolum 
— der | netes | per- [Blutvolum in Prozent An- 
Unter- | Blut- ge- | lll Kérper- | merkung 
suchung | volumen wicht | pr | gewicht | 
l | | 
1/K.G.W.| 12. x1 | 4300 | 60 | 1/14 | 716 | 
2|Z.W.M.| 14 XI. | 5200 | 7 1/13,5 | 7,43 
3 | K.M.W.| 10. IL. 4800 | 68 | 1/141 | 7,06 
41M.C.M.| 8. II 5400 | 73 | 1/135 | 7,41 
5 | V.£. W.| 8. IL 4800 | 67 | 1/13,9 | 247 
6 | P.J. W. | 22. XI. | 4600 66 1/14,3 | 6,97 
7 | A.P.W.| 22. XII; 3900 | 49 | 1/126 | 7,95 
8 | S.A. W.| 22. XI. | 4400 | 60 | 1/135 | 7,35 | 
9) RIM | 41 5400 | 75 | 1/13,9 | 7,22 
10} G.M. | 15. 1 5200 | 68 | 1/13 =| 7,65 
11 | K. A. W.! 29. 1. 4300 60 | 1/13,9 | 7,15 
12 | M.J.W.| 10. IL. 4600 | 66 | 1/14 | 7,00 
13 |Sch. F.M.| 2. XII, | 3980 | 54 | 1/136 | 7,36 
14} K.A.W.| 2. XII. | 3310 | 56 | 1/168 | 5,92 
15] G.A.W.| 10. XI. | 4000 | 60 | 4/15 | 6,67 
16 | H.J.W. | 10. XU. | 3320 | 54 | 1/1623! 6,15 
17 | M.J.W. | 12. XIL | 35,70 | 59 | 1/16,5 | 6,05 
18 | Sl. K.M./ 12. XII. | 3800 | 60 | 1/166 | 6,00 
19 | K. P.M. | 12. XI. | 4200 | 65 | 1/154 | 6,46 

















1. Das Blutvolumen des gesunden Menschen wurde 
nach diesem Verfahren zu 3300 cem bis 5600 ccm 
bestimmt, welcher Wert in das Verhiltnis zum Korper- 
gewicht gesetzt ca. '/17—14/13 oder in Prozenten aus- 
gedriickt 5,98—7,5°%/o betragt (Tabelle I). 

Diese gefundenen Werte stimmen mit den nach der 
Methode von Welker gefundenen Werten zwar nicht ganz 
uberein. Bischoff fand ein gréferes Blutvolumen 7,1—7,7°/o 
des Kérpergewichts. Dem ist wohl entgegenzuhalten, daB er 
nur wenig Versuche anzustellen Gelegenheit hatte (2 Versuche). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. IC. 11 
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Tabelle II. 
Datum | Berech- | KG6r- — Blutvolum 
N der netes | per- |Blutvolum|in Prozent; An- 
ame vom 
Unter- Blut- ge- zum vs merkung 
suchung | volumen | wicht Kérper- | Korper- 
6 gewicht | gewicht 
| 

1|z.W.M.| 14 xm. | 5200 | 70 | 1135 | 7,48 
ji 20. XII. | 5000 | 70 | 1/14 7,14 
1;|M.C.M.| 8. 11. 5400 73 1/13,5 7,41 
2 i 6. Il. 5200 73 1/14 7,13 
3 ” 20. III. 5000 7 1/14,5 6,85 
4 2. IV. | 5350 | 73 | 1/136 7,34 
1} V.E. W.| 8. IL. 4800 67 1/13,9 7,17 
2 m 10. Ill. 4500 67 1/15,5 6,72 
1 | K. A. W.| 29. I. 4200 60 1/14,3 7,00 
2 ; 5 Il. 4500 | 60 | 1/13 7,50 





























Was nun die Befunde Oerums') betrifft, die er mit der 
Kohlenoxyd-Methode von Haldane?) am gesunden Menschen 
berechnete, so sind die Ergebnisse nicht so befriedigend, daf 
wir mit derselben sicher eindeutige Resultate erzielen k6nnen. 
Schwankt doch die Blutmenge zwischen 2828— 5020 g, das 
ist 3,7—8,3°/o oder ‘4/2:—1/12 des K6rpergewichtes beim 
minnlichen Geschlecht (9 Versuche) und 1914 — 2970, das ist 
2,5— 6,6°/o oder !/29—14/15 des KOrpergewichtes beim weib- 
lichen Geschlecht (3 Versuche). Wenn er nun als Mittelzahl, 
bezw. Durchschnittszahl von 12 Untersuchungen am Ge- 
sunden 5°/o annimmt, so glaube ich auf Grund meiner Unter- 
suchungen, daB er zu nieder greift. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen, welche Kottmann ) 
mit seiner oben in Kiirze erwahnten Methode erzielte (4 Ver- 
suche), stellen meines Erachtens zu hohe Werte dar. Er fand 
das Blutvolumen am Gesunden zwischen 4022—5556, das ist 
7,66—8,70°/o oder 1/11 —1/13 des K6rpergewichtes. Wie schon 





‘) he. *) le. 8) Le. 
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friiher erwahnt, ist jedoch die Methode nicht als ver- 
laBlich zu bezeichnen (Oerum) und es ist daher wohl anzu- 
nehmen, dafi diese Werte zu hoch sind. 

2. Das Blutvolumen an einem und demselben ge- 
sunden Individuum ist unter sonst gleichen Lebens- 
bedingungen innerhalb einiger Wochen nur verhdltnis- 
mafig geringen Schwankungen unterworfen (Tabelle Il). 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, bei dieser Gelegen- 
heit dem Vorstande des Instituts fiir medizinische Chemie, Pro- 
fessor Dr. Fritz Pregl], fiir die mir bei dieser Arbeit besonders 
in der Kritik der Methode erteilten Ratschlage und Erwagungen 
zu danken. 








11* 








Verbindungen von Aminosauren und Ammoniak. 
IX. Mitteilung. 


Von 


Peter Bergell. 





(Der Redaktion zugegangen am 31. Januar 1917.) 


In der letzten Mitteilung!) war eine neue Synthese 
des Iminodiacetamids aus Glycinamid und Chloracetamid be- 
schrieben, dessen Benzoylderivat leicht darstellbar ist. Diese 
Verbindung zeigte eine gewisse Ahnlichkeit mit dem friiher 
beschriebenen Bezoyldiglycylamid. . 

Nachfolgend wird nun zunichst eine weitere Verbesserung 
der Synthese des Iminodiacetamidchlorhydrates beschrieben. 
Ferner wird gezeigt, wie das Iminodiacetamid durch Alkalien 
in zwei Molekiile Ammoniak und ein Molekiil Iminodiessigséure 
gespalten wird, die als B-Naphthalinsulfoverbindung identifi- 
ziert wurde. 

Die Benzoylverbindung spaltet beim Kochen mit ver- 
diinnter Natronlauge mehr als zwei Molekiile Ammoniak ab. 
Beim vorsichtigen Behandeln mit ein bis zwei Molekiilen NaOH 
in der Kilte lief sich ein Teil der Verbindung als das Halb- 
amid der Benzoylnitrilodiessigséure isolieren, da die Hydro- 
lyse unter diesen Bedingungen nur eine partielle ist. Die Ben- 
zoylnitrilodiessigsaure scheint nicht sehr resistent zu sein, so 
daB sie bei dem brutaleren Angriff des Alkalis in der Warme 
teilweise zersetzt wird. 

Die Ergebnisse der Spaltung sind also vollig andere wie 
beim Benzoyldiglycylamid und bestatigen die angegebenen 
Formeln. 


!) Diese Zeitschrift, Bd. 97, S. 293 (1916). 
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/CH, - CO - NH, Olly CO - NH, 
CoH, - CONG = C,H, -CO-NC 
CH, - CO- NH, CH, - COOH 


Benzoylnitrilodiacetamid') = Benzoylnitrilodiessigsiurehalbamid 
+ Ammoniak. 
C,H, - CO. NH-CH,-CO-NH-.OC-CH,-NH, = 
Benzoyldiglycylamid == 
C,H, - CO—NH - CH, -COOH -++ NH, -++ NH, - CH, - COOH. 
Hippurséure +- Ammoniak -+- Glykokoll. 
_/CH, CONH, 


‘CH, CO - NH, 


+ NH, 


Dagegen gibt freies Iminodiacetamid NI 


genau ebenso wie Diglycylamid 

NH, - CH, -CO—NH—OC - CH, - NH, 
zwei Molekiile Ammoniak und Iminodiessigsiiure bei der Alkali- 
spaltung. 

Ob dem Diamid der Iminodiessigséure und ihren weiteren 
Verbindungen ein physiologisches Interesse zukommt, war zu- 
nichst zweifelhaft. Es zeigte sich jedoch, daf das Iminodiacet- 
amid anscheinend sehr leicht dem Angriff der proteolytischen 
Fermente der Leber unterliegt. Dieser Abbau geht insofern 
in charakteristischer Weise vor sich, als er bei dem Halbamid 
stehen bleibt, so dafi die Fermenthydrolyse hier eine partielle 
Hydrolyse ist. Da das Iminodiacetamid resp. sein Carbonat 
gegen Ammoniak und Natriumbicarbonat ziemlich bestindig 
ist, lassen sich diese Erscheinungen durch die Reaktion mit 
Benzoylchlorid oder Naphthalinsulfochlorid verfolgen. Lat man 
Leberferment auf Iminodiacetamidcarbonat in Gegenwart von 
0,2°/o Soda bei 37—40° einwirken, so ergibt nach 3 Stunden 
die Lésung beim Behandeln mit Benzoylchlorid und Natrium- 
bicarbonat kein schwerlésliches Benzoylderivat mehr, wiihrend 
die Kontrolle dies prompt ergibt. Wird ferner eine fermen- 
tierte Liésung bei vorsichtiger Vermeidung eines Alkaliiiber- 
schusses der Naphthalinsulforeaktion unterworfen, so erhilt 
man das entsprechende Derivat des Halbamids der Imino- 





1) Die Verbindung wurde zunichst (Bd. 97, S. 305f.) falschlich als 
Benzoyliminodiacetamid bezeichnet. Dasselbe gilt auch fiir einige analoge 
Derivate, z. B. das Bromcapronylnitrilodiacetamid. 
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diessigsiure. Die Kontrolle ergibt nur Spuren dieser Verbin- 
dung, da das Biamid der Iminodiessigséure nur sehr trige mit 
dem Chlorid reagiert und auch bei der Reindarstellung geringe 
Ausbeute ergab. Da die Unterschiede bei diesen Reaktionen 
héchst eklatant sind, ist die Annahme einer Fermentspaltung 
berechtigt. Als absolut bewiesen will ich sie noch nicht hin- 
stellen, da das Iminodiacetamid durch freies Alkali leicht zum 
Halbamid verseift wird und daher bei der Durchfiihrung der 
8-Naphthalinsulfochloridreaktion leicht Versuchsfehler entstehen 
kénnen. Die fermentative Verseifung derartiger Biamide zu Mon- 
amiden wire jedenfalls nicht ohne physiologisches Interesse. 
Ob allerdings Verbindungen der Iminodiessigsiurereihe im Or- 
ganismus vorkommen, ist hiermit noch nicht bewiesen. 

Da bei diesen Untersuchungen verschiedentlich auch auf 
die Frage der Sarkosinbildung Riicksicht genommen wurde, 
ist zur Erleichterung der Identifizierung auch vom Sarkosin 
die sch6n krystallisierende Naphthalinsulfoverbindung hergestellt 
worden. Sie déhnelt in mancher Beziehung dem analogen Imino- 
diessigséurederivat. 

Im weiteren Ausbau der Reaktion zwischen Monoamino- 
siiureamid und Halogenfettséiureamid wurde Glycinamid und 
Chloracetylglycinamid miteinander zur Umsetzung gebracht. 
DaB auch hierbei ein Abk6mmling .der Iminodiessigséure ent- 
standen war, zeigte die Gewinnung einer krystallisierten Ben- 
zoylverbindung. Sie war anzusprechen als das Derivat einer 
Iminodiessigsiure, deren eines Carboxyl noch peptidartig mit 
einem Glykokoll verbunden ist. Da auf die Verseifung der 
Amidbindung nicht besondere Riticksicht genommen wurde, 
war es nicht unerwartet, daf auch hier statt des urspriinglich 
entstandenen Biamids ein Monoamid erzielt wurde. In Frage 
kommen folgende beiden Formeln 

CH, - CO. NH, 


C4H,CO-NC 
CH, -CO—NH - CH, - COOH 


oder 


CH, - COOH 
CoH, CONC 
CH, - CO—NH - CH, - CO—NH, 
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von welchen die erstere die wahrscheinlichere ist, da sowohl 
Chloracetylglycinamid wie Glycylglycinamid duBerst leicht 
verseifbar sind. Hieraus ergibt sich, daB ein Aufbau von Imino- 
diessigsdureverbindungen moglich ist, bei denen eine peptid- 
artige Verkniipfung einer Aminosiure mit dem einen Kssig- 
siurecarboxyl durchgefiihrt ist. Da wir gesehen haben, dab 
sich ein Halogenfettsiurerest an das tertiaére Stickstoffatom 
heften lift, so erscheint der Aufbau komplizierterer Verbin- 
dungen nicht unmdglich. Es entsteht alsdann die Frage, ob 
derartige Stoffe ebenso wie das Iminodiacetamid und manche 
Aminosiureamide fiir die Kérperfermente ein adaquates Sub- 
strat darstellen. 

Aus aéuBeren Griinden mufte die vorliegende Arbeit mit 
diesen vorliufigen Ergebnissen abgeschlossen werden. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des salzsauren Iminodiacetamids. 


Durch folgende Versuche wurde eine Hebung der Aus- 
beute angestrebt: 

1. 8,2 g salzsaures Glycinamid wurde mit 1 Molekiil 
NaHCO, und 1 Molekiil Chloracetamid vermischt und in 30 ccm 
Alkohol und 20 cem Wasser eingetragen, wobei die Kohlen- 
siureentwicklung vor sich geht. Man laft 14 Stunden stehen, 
wobei ein Teil ungelést und die Reaktion alkalisch bleibt. 
Darauf wird 1'/2 Stunde auf dem Wasserbad im Kolben unter 
RiickfluB erwarmt, wobei alles gelést und die Reaktion schwach 
sauer wird. Beim Erkalten bleibt die Lésung klar. Nach einem 
Tage sind einige grofe Krystalle ausgeschieden; es werden 
noch 20 ccm Alkohol zugefiigt, worauf sich nach weiteren 
24 Stunden 1,5 g Krystalle abschieden. Diese schmolzen zu- 
nichst bei 218-—220°. Sie wurden in 4 ccm Wasser gelost, 
1 ccm 25° /oige Salzsdure zugefiigt und mit 20 ccm Alkohol 
gefallt. Die erhaltenen 1,1 g Krystalle zeigten nun den Schmelz- 
punkt von 236°. 

Das Filtrat von der ersten Krystallisation von 1,5 g 
wurde mit 10 ccm Alkohol und 5 ccm 25 °/oige Salzsaure ver- 
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setzt, so daf die Fliissigkeit nunmehr ca. 85 ccm betriagt. Da 
sofort Fallung eintritt, wird nochmals durch Erhitzen gelést 
und langsam erkalten gelassen. Es schieden sich 1,5g Krystalle 
vom Schmelzpunkt 238—240° aus, die reines Iminodiacet- 
amidchlorhydrat darstellten und mit obigen 1,1 g vereinigt 
wurden. 

2. 11 g salzsaures Glycinamid, 8,4 g Natr. bicarb. und 
9,4 g Chloracetamid werden in 15 ccm Wasser und 60 ccm 
Alkohol 2 Stunden auf dem Wasserbade unter Riickflu8 er- 
warmt. Die Reaktion wird hierbei fast neutral. Es wird auf 
100 ccm mit Alkohol aufgefiillt und vom Kochsalz abfiltriert. 
Nach 24 Stunden wird eine erste Krystallisation von 2,5 g 
abgesaugt. Das Filtrat wird mit 5 ccm konzentrierter Salz- 
siure versetzt und nach 24 Stunden eine zweite Krystallisation 
von gleichfalls ca. 2,5 g abgesaugt. Die erste Fraktion schmolz 
bei 218—220°, die zweite bei 230°; nach einmaligem Um- 
krystallisieren aus Alkohol, unter Zufiigen von etwas HCl, 
schmolzen beide bei 234—238° und wurden vereinigt. , 

3. 22g salzsaures Glycinamid + 16,8 g Natr. bicarb. 
-+- 18,8 g Chloracetamid wurden mit 15 ccm Wasser und 85 ccm 
Alkohol 2 Stunden auf dem Wasserbade digeriert. Die Reaktion 
bleibt schwach alkalisch. Darauf wird mit heifiem Alkohol auf 
150 cem aufgefiillt und vom Kochsalz heif abfiltriert. Das Filtrat 
wird mit 5 cem konzentrierter HCl versetzt. Beim Stehen 
scheiden sich 8 g salzsaures Iminodiacetamid ab. Aus dem 
Filtrat wurde noch eine geringe zweite Krystallisation erhalten. 
Nach einmaligem Umkrystallisieren waren dic erhaltenen Sub- 
stanzen rein und schmolzen bei 236—238°. Diese Methode 
wurde weiterhin benutzt. 

Ein Gemisch der nach 2. und 3. erhaltenen Proben 
wurde nochmals analysiert. Zur Analyse wurde im Exsikkator 


liber H,SO, getrocknet. 


0,1687 g Substanz gaben 0,1777 g CO, und 0,0944 g H,O 
0,1418 g > >» 31,0 ccm N (23°; 762 mm). 

25,09 °/o 
24,92 Jo. 


Ber.: C 28,65 °/o == 5,97 */e N 


Gef.: C = 28,72% H = 6,21 % N 
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Spaltung des Benzoylnitrilodiacetamids. 


H,-CO-NH, EH, - CO - NH, 
+ H,O = C,H, -CO—N 


ye 
CH, - COOH 


NCH, - CO - NH, sail 

Das Benzoylnitrilodiacetamid wird durch 2 Molekiile NaOH 
langsam im Laufe von 12—24 Stunden gelést. Hierbei ent- 
weicht reichlich Ammoniak. Saéuert man nunmehr an, so ent- 
weicht etwas Kohlenséure (Reagenzien carbonatfrei). Bei der 
weiteren Verarbeitung nach der seinerzeit bei der Spaltung 
des isomeren Benzoyldiglycylamids 

C,H, - CO—NH - CH, - CO—NH—-OC - CH, - NH, 
beschriebenen Methode konnte Hippursiure nicht erhalten 
werden, die beim Benzoyldiglycylamid fast quantitativ entsteht.!) 

Die Spaltung des Benzoylnitrilodiacetamids wurde nun 
folgendermafen durchgefiihrt : 

1,0 g wird in 10 ccm n-NaOH und 20 ccm Wasser ver- 
rieben. Nach 24 Stunden ist alles gelést. Es werden 10 ccm 
n-H,SO, hinzugegeben, darauf wird filtriert und das Filtrat 
im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird mit 15 cem 
Alkohol ausgekocht und filtriert und einmal mit etwas Tier- 
kohle entfirbt. Beim langsamen Erkalten krystallisieren 0,3 g 
feine prismatische Krystalle aus, die im Kapillarréhrchen er- 
hitzt bei 190—191° schmelzen. Beim langsamen Verdunsten 
der alkoholischen Lésung lassen sich lange schéne Prismen 
erzielen. 

Zur Analyse wurde tiber Schwefelsiure getrocknet. 

0,1280 g Substanz gaben 0.2605 g CO, und 0,0572 g H,O 


0,1360 g > >» 14,65 ccm N (18°; 756 mm). 
C,,4,,0,N, Mol. 236. 

Ber.: CG = 55,92 °%o H = 5,08°/o N = 11,90 °/o 

Gef.: C = 55,50°/o H = 4,96 °/o N = 12,40 %. 


Nach diesen Zahlen erscheint demnach das Diamid so 
gut wie vollstaindig zum Monamid verseift. 

Das Filtrat von den 0,3 g wird bei tiefer Temperatur ver- 
dunsten gelassen. Es hinterbleibt eine undeutlich krystalline Masse, 





1) Peter Bergell und Johannes Feigl, Diese Zeitschrift, Bd, 54, 
S. 277 (1908). 
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die bei 156—160° schmilzt. Sie wird nochmals mit 10 ccm 
Wasser und 10 ccm n-NaOH aufgenommen und in der Por- 
zellanschalle auf dem Wasserbade zum Sirup verdampft, darauf 
in Wasser gelést, mit 10 ccm n-H,SO, versetzt und eingedampft. 
Der Riickstand wurde in ca. 10 cem heifem Alkohol gelést, 
mit Tierkohle behandelt und das Filtrat (zusammen mit einer 
gleichen Verarbeitung, bei der die Normalnatronlauge zuerst 
zwei Tage in der Kalte gewirkt hatte, bei der aber noch keine 
Behandlung mit Natronlauge in der Warme stattgefunden hatte) 
eingedampft. Der ritlich gefiirbte Sirup krystallisiert in 4 Tagen 
zu einer harten strahligen Krystallmasse, die mit gehartetem 
Filtrierpapier scharf abgeprebt wird. Die harten Krystallkrusten 
bleiben noch etwas rotlich. Im Kapillarréhrchen erhitzt sintern 
sie ab 100° und sind bei 125° voéllig geschmolzen. Die Analysen- 
werte weichen jedoch noch wesentlich von den fir Benzoyl- 
nitrilodiessigséure verlangten Werten ab. 

Bestimmung des abspaltbaren Ammoniaks: 

0,1728 g Benzoylnitrilodiacetamid werden in verdiinnter 
Natronlauge gelést und das beim Kochen ausgetriebene Am- 
moniak bestimmt. Zur Neutralisation des Destillates wurden 
16,5 ccm 4/1o-n-NaOH verbraucht, die 0,02805 g NH, entsprechen. 
Es werden also etwas mehr als 2 Molektile NH, abgespaltet. 
Jedenfalls findet auch eine partielle Zersetzung der tertiaren 
Verbindung statt, was den geringen Uberschuf tiber 2 Molekiile 


NH, erklart. 


Spaltung des Iminodiacetamids durch Natronlauge. 


2 g salzsaures Iminodiacetamid werden mit tiberschiissiger 
Natronlauge 1/2 Stunde lang gekocht und darauf der Naphthalin- 
sulfochloridreaktion unterworfen. Es wird eine Verbindung er- 
halten, die vOllig der friiher von Bergell und Feigl') be- 
schriebenen gleicht. Der Schmelzpunkt wurde bei 223—224° 
(unkorr.) gefunden. Sie ist krystallwasserfrei und wurde zur 


Analyse bei 100° getrocknet. ‘ 


') Peter Bergell und Johannes Feigl, Diese Zeitschrift, Bd. 55, 
S. 173 (1908). 
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0,1586 g gaben 6,3 ccm N (20°; 761 mm) 
0.2060 g » 0,1475 g BaSO, 
0,1647 g » 0,3065 g CO, und 0,0614 H,O 
= 51,98 /o H = 4,05 °/o N = 4,34°o S = 9,92 °%/e 
= 60,75 %o H = 4,14°/o N = 4,57 °/o S 
C.,4H,,0,NS. Mol. 323,2. 


Ber. : 


C 
Gef. : C 


! 
- 
D 
— 
me. 
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Einwirkung von Fermenten auf Iminodiacetamid. 


1. 3,3 g salzsaures Iminodiacetamid werden mit 1,7 g 
Natr. bicarb. verrieben und mit 30 ccm Wasser versetzt. Es 
entweicht Kohlenséure. Kine Probe von 5 ccm wird als Kon- 
trolle abgetrennt. Die Hauptmenge wird mit zwei frischen 
Mauselebern verrieben, zwei Tropfen Chloroform hinzugefiigt 
und nebst der Kontrolle 4 Stunden auf 40° erwirmt. Die 
Hauptmenge wird darauf mit Tierkolile geschiittelt, filtriert und 
das Filtrat ebenso wie die Kontrollprobe mit Benzoylchlorid 
und Natr. bicarb. behandelt. Die letztere ergibt sofort Benzoyl- 
iminodiacetamid, wahrend die erstere vollig klar bleibt. 

2. Lafbt man auf die wisserige Lésung von freiem Imino- 
diacetamid Naphthalinsulfochlorid in gewohnter Weise ein- 
wirken, so entsteht eine kleine Menge einer schwerléslichen 
Verbindung, die wahrscheinlich das Derivat der freien Base 
darstellt. AuSerdem erhalt man eine geringe Menge von Naph- 
thalinsulfonitrilodiacetmonoamid. La&®t man das Chlorid in 
Gegenwart von freier Natronlauge einwirken, so entsteht die 
letztere Verbindung in gréSerer Ausbeute. 

Bei Fermentversuchen nach 1., bei denen jedoch in 
schwach ammoniakalischer Reaktion gearbeitet wurde, ergab 
die fermentierte LOsung stets gréfere Mengen des Naphthalin- 
sulfoderivates des Halbamids der Iminodiessigséure. Die Kon- 
trollen ergaben nur Spuren dieser Verbindung. 

Ein Praparat, das aus einer fermentierten Lésung er- 
halten war, zeigte folgende Eigenschaften : 

Unter dem Mikroskop erscheinen die sich aus heifem 
Alkohol abscheidenden harten Krystalle als Blatter, die sich 
in charakteristischer Weise zu Biischeln anordnen. Sie sind 
in heiBem Wasser und in heiBem Alkohol recht schwer léslich, 
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wesentlich leichter in verdiinntem Alkohol und lassen sich 
z. B. aus 30—40°/oigem Alkohol gut umkrystallisieren. In 
Ather, Aceton, Tetrachlorkohlenstoff und Benzol sind sie nicht 
léslich, in Chloroform schwer loéslich. 

Sie sind krystallwasserfrei und schmelzen im Kapillar- 
rohrchen erhitzt bei 202—204° (unkorr.) unter Zersetzung. 

Zur Analyse wurde im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet. 

0,1666 g Substanz gaben 0,3162 g CO, und 0,0642 g H,O 


0,1317 g > >»  0,0840 g BaSO, 

0,1334 g > >» 10,3 com N (17°; 755 mm) 

0,1290 ¢g , > 10,1 com N (18°; 759 mm). 

ae - COOH 
C,)H,S0, «NC Mol. 322. 
‘CH, - CO - NH, 

Ber.: C = 52,17 %o H = 4,34 %o N = 8,70°/o S = 9,9 °%o 
Gef.: C = 51,76 %o H — 4,28 %o N = 8,88 %/o S = 8,9%o. 


B-Naphthalinsulfo-sarkosin.') 
(,,H,S0,—N—CH,—COOH 
CH, 

1,0 g Sarkosin wird in 20 ccm Wasser und 12 ccm 
n-NaOH gelést und mit 3 g 8-Naphthalinsulfochlorid in Ather 
auf der Maschine geschiittelt und nach je 2 Stunden noch 
2 >< 12 cem n-NaOH zugefiigt. Darauf wird die wisserige etwas 
gelb gefiirbte Lésung abgetrennt und mit HCl angesauert. Es 
fillt ein weiBes Ol, das sofort beim Reiben fest wird. Nach 
24 Stunden wird abgesogen und der Niederschlag in 20 ccm 
heiBem Alkohol gelést und mit Tierkohle behandelt. Das Filtrat 
lit beim Erkalten ca. 1 mm lange Nadeln fallen. Nach 
24 Stunden werden 1,95 g Krystalle abgesaugt. Im Kapillar- 
réhrchen erhitzt schmelzen sie bei 169—171° (unkorr.). Das 
alkoholische Filtrat wird in Wasser gegossen, wobei die Fliissig- 
keit zunachst klar bleibt. Beim Reiben triibt sie sich und es 


‘) Vgl. die analoge, mit Toluolsulfochlorid von E. Fischer und 
Max Bergmann hergestellte Verbindung. Liebigs Annalen, Bd. 398, 
S. 96—124 (1913). 
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scheidet ein langsam sich vermehrender Niederschlag ab, der 
aus mikroskopischen kurzen, spitzen, aber vollig geraden und 
harten Niidelchen besteht, die sich sternfOrmig anordnen. Diese 
Fraktion schmilzt bei 167—170°, ihre Menge betrigt 0,6 g. 
Die neue Verbindung ist in kaltem Wasser sehr schwer lés- 
lich, aus heifem Wasser umkrystallisierbar. In 96°/oigem 
Alkohol ist sie recht schwer léslich, in Ather unlislich, da- 
gegen leicht ldslich in Aceton, von Chloroform wird sie sehr 
schwer aufgenommen, in Tetrachlorkohlenstoff und Benzol ist 
sie unléslich. Zur Analyse wurde im Vakuum bei 100° tiber 
PO; getrocknet. 

0,1953 g Substanz gaben nach Carius 0,1613 g BaSO, 

0,1668 ¢g . >» 7,5 ccm N (21°; 757 mm) 

0,1644 g > »  0,3367 g CO, und 0,0713 g H,O. 

C,,H,,0,NS. Mol. 279. 
Ber.: C = 55,91%  H = 466%  N = 502%  S = 11,47% 
95,85 °/o H = 4,82 °/o N = 5,14°/o S = 10,71°/o. 


Benzoylnitriloacetamidacetylglycin. 
oll, - CO» NH, 
\CH, - CO—NH - CH, -CO-NH, 

3,2 g salzsaures Glycinamid werden mit 2,2 g NaHCO, 
fein gepulvert und gemischt und mit 50 ccm 96°/oigem Alkohol 
iibergossen und unter Schiitteln 15 ccm Wasser zugefiigt, wobei 
Umsetzung erfolgt. Hierauf werden 4,4 g Chloracetylglycinamid 
eingetragen, die sich lésen, wobei ein geringer Niederschlag 
zurtickbleibt. Nach 24 Stunden wird fillriert und das Filtrat 
zum Sirup verdampft. Da es nicht gelang, hieraus eine kry- 
stallisierte organische Substanz zu isolieren, wurde in 30 ccm 
Wasser geldst und in gleicher Weise, wie bei der Gewinnung des 
Benzoylnitrilodiacetamids beschrieben, benzoyliert. Der erhaltene 
Niederschlag wird aus 20 ccm verdiinnten Alkohols umkrystalli- 
siert. Bei lingerem Stehen scheiden sich schéne Prismen ab, 
wahrend der erste Niederschlag aus feinen Nidelchen bestand. 

Erhalten wurde 1,2 g anscheinend reine Substanz. Im 
Kapillarréhrchen erhitzt schmolz sie bei 186—188° zu einem 
klaren Ol, das sich bereits bei 191° zu zersetzen begann. 


Ci. - COI 
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Die Substanz enthielt Krystallwasser, das beim Trocknen 
tiber Phosphorpentoxyd nicht entweicht. 
0,1523 g Substanz gaben 0,2828 g CO, und 0,0700 g H,O 


0.1027 g > > 11,1 cem N (21°; 757 mm) 
C,,H,,0,Ns -+ H,O. Mol. 311. 

Gef.: C = 50,60% H = 5,11 %o N = 12,47%o 

Ber.: C = 50,16%o H = 5,46%o N = 13,50 %, 


Es wurde bei 100° im Vakuum das Krystallwasser aus- 
getrieben, alsdannn ergaben 0,1403 g Substanz 16,2 ccm (18°; 
761 mm) = 13,39°/o. Eine Krystallwasserbestimmung wurde 
nicht vorgenommen. 

Wenn auch die Analyse nicht vollig befriedigt, so scheint 
doch die Synthese den angenommenen Verlauf gefunden zu 
haben, wobei eine partielle Desamidierung durch Verseifung 
eingetreten ist. 
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Zum Problem der natiirlichen Peptidsynthese. 


Von 
Herm. Pauly. 





(Der Redaktion zugegangen am 14. Februar 1917.) 








Die Tatsache, da8 die Eiweifassimilation im tierischen 
Organismus in einem bis zu den Einzelbausteinen gehenden 
Abbau und einem sich anschliefenden Aufbau aus diesen 
besteht, darf nach den eingehenden Untersuchungen auf diesem 
Gebiete heute wohl als feststehend betrachtet werden. Dem 
Chemiker erscheint nun zwar der Abbau als ein leicht ver- 
standlicher Vorgang der Hydrolyse, um so schwieriger indessen 
ist es fiir ihn, die Synthese angesichts der im Organismus 
gegebenen Bedingungen zu erfassen, da diese natiirlich in sehr 
verdiinnt-wiasseriger Lésung und bei verhaltnismaBig niederer 
Temperatur sich vollzieht. 

Es liegt ja zunachst nahe, an einen der Esterbildung 
analogen, unter katalytischer Beschleunigung fortschreitenden 
ProzeB zu denken. Allein der Vergleich versagt bei naherem 
Zusehen in wesentlichen Punkten. Zunichst hinsichtlich der 
Temperatur. Eine Esterbildung findet, wenn auch verlangsamt, 
schon bei niederer Temperatur statt; nach den bisherigen Er- 
fahrungen scheint aber eine Amidbildung aus dem Ammoniak- 
salz, denn um eine solche wiirde es sich handeln, wenn die 
Peptidbildung nach dem Schema 

NH, - CR, -COOHNH, - CR, - COOH = NH, - CR, -CO-NH-CR, - COOH 
+ H,O (R = H, CH,, usw.) 


verliefe, an Erreichung einer gewissen Mindesttemperatur ge- 
kniipft zu sein. Meines Wissens hat man aber bisher eine Peptid- 
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bildung bei 37° und darunter beim Stehenlassen von Amino- 
siuren in #erdiinnt-wiésseriger L6sung nicht beobachtet, 
und wenn sie bei héherer Temperatur nachgewiesen wurde, 
so war wohl stets eine gewisse Wasserfreiheit Vorbedingung 
fiir das Zustandekommen der Kondensation. 

Weiter versagt die Parallele mit der Esterbildung hinsicht- 
lich der katalytischen Beschleunigung. Bei der Esterbildung be- 
wirkt namlich der Zusatz von geringer Menge z. B. einer Mineral- 
siiure, wie bei dem bekannten Verfahren von E. Fischer und 
Speyer, eine Erhéhung der Wasserstoff-Ionisation und dadurch 
eine Beschleunigung der Wasserabspaltung. Wird aber aus einem 
Ammoniumsalz einer Carbonséure Wasser abgespalten, so 
handelt es sich itiberhaupt nicht darum, dab die Saéure Wasser- 
stoff hergibt zur Wasserbildung, denn sie gibt ja doch OH ab. 
Auf der andern Seite ist das den Wasserstoff liefernde NHg, 
und zweifellos auch ein Rest desselben (NH, —), nachweislich 
so gut wie nicht dissoziiert. Eine katalytische, die Wasserstoff- 
ionisation férdernde Wirkung kann also den ProzeB der 
Amid- und somit den der Peptidbildung bei den Aminosauren 
iiberhaupt nicht beeinflussen.!) Anderseits fthrt bekanntlich 
eine Vermehrung der Hydroxylionen (durch Alkali z. B.) genau 
so zur hydrolytischen Spaltung eines Amids, wie die der 
Wasserstoffionen, sie kénnte also nur schaden, wenn man etwa 
daran dachte, die Abspaltung von OH aus der Carboxylgruppe auf 
diese Weise zu beschleunigen. Endlich wird der Vergleich der 
Peptidbildung mit der Esterbildung dadurch hinfallig, daB das 
Endprodukt im letzteren Falle meist wasserunléslich ist und 
so der riickléufig wirkenden Hydrolyse sich entzieht, wodurch 
insbesondere der mechanisch wirkende Schutz — von Reserve- 
stoffbehaltern in der Pflanze beispielsweise — vortrefflich zur 
Geltung kommt. Die Peptide sind dagegen eher noch wasser- 


‘) Eine solche ist deswegen auch bei der sogenannten Plastein- 
bildung nicht wahrscheinlich. Die diesbeziiglichen entgegengesetzten, aus 
Formoltitrationen gezogenen Schliisse von Henriques und Gjaldbak 
(diese Zeitschr. 71, 485 (1911) lassen auBer acht, daB die Veranderung 
der Aciditét und der Fallbarkeit doch auch z. B. durch Tautomerisation, 
etwa von -C(OH):N- zu -COQ-.NH.- (s.u.) in der Peptidkette veranlaBt 
sein kénnte. 
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léslicher, als die Aminosduren, sie mtiBten also, selbst wenn 
sie spurenweise in Gegenwart von viel Wasser entstehen 
kénnten, wieder hydrolytisch zerlegt werden. Tatsachlich wird 
eben unter den gegebenen Verhialtnissen iiberhaupt keine Peptid- 
bildung aus Aminosiuren mdglich sein. 

Wenn man sich nach dem Dargelegten nun auf den 
Standpunkt stellen mu, daf chemisch eine Peptidsynthese aus 
den Aminosiuren unter den im Tierkérper gegebenen Be- 
dingungen kaum wahrscheinlich ist, wie soll sich dann 
eine solche voliziehen kénnen? Es ist sicher auch fiir den 
Physiologen nicht ohne Interesse, daf es tatsichlich mdéglich 
erscheint, auf einem Umwege Aminosiuren peptidartig zu 
verketten, auch wenn dieser Weg durch den Tierversuch noch 
nicht nachgewiesen ist. Denn es darf doch nicht tibersehen 
werden, dafi eine chemisch vollkommen unmdgliche Reaktion 
sich auch im Organismus nicht vollziehen kann. Die besonderen 
Hilfsmittel des Organismus kénnen nur dann zur Geltung 
kommen, wenn eine Reaktion sich wenigstens spurenweise 
tberhaupt volizieht unter den gegebenen dufieren Bedingungen, 
wie sie hier durch das Lésungsmittel, den Verdiinnungsgrad 
und die Temperatur vorgeschrieben sind. 

Der Reaktionsmechanismus der Synthese, auf den in dieser 
vorlaufigen Mitteilung hingewiesen werden soll, besteht nun in 
einer Reduktion mit nachfolgender Oxydation. 

Bekanntlich haben C. Neuberg und E. Fischer den 
Nachweis erbracht, daf Aminosiuren verhiltnismaBig leicht zu 
Aminoaldehyden reduziert werden kénnen. Wiirde ein Rest 
eines solchen Aminoaldehyds mit einer freien Aminogruppe in 
Fiihlung kommen, so wiirde er sich nach allen chemischen 
Erfahrungen, auch in grofer Verdiinnung und bei niederer 
Temperatur, mit dieser sofort zu einer sogenannten Schiff- 
schen Base vereinigen.!) So wiirde die Verbindung des Glykokoll- 
aldehydrestes mit Glykokoll, wie folgt, verlaufen: 
—NH-CH,-CH: 0 -+ NH,- CH, - COOH 

; = —NH.CH,-CH: N-.CH,-COOH -+ H,0. 

1) Oder vielleicht auch zu einem primaren Aldehydammoniaktypus 
—NH - CR,CH(OH)NH - CR, - COOH, was den gleichen gedachten Effekt gabe. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. IC. 12 
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Oxydierte sich nun die so erhaltene Verbindung derart, 
daB die Gruppe -CH:N- zu -C(QH):N-, die tautomer 
-C:0O-NH-: ist, wird, so erhielten wir den Rest des Glycyl- 
glycins: 

—NH.CH,-CH:N-CH,-COOH + 0 
= —NH-CH,-CO.NH.- CH, - COOH. ') 

DaB dieses Prinzip natiirlich auf jede andre Kombination 
anwendbar wire, liegt auf der Hand. Es fragt sich jetzt nur, 
lift sich tatsachlich eine derartige Schiffsche Base zu einer 
Acylverbindung oxydieren? 

Um ein einfacheres Beispiel zu wahlen, habe ich zunichst 
nicht Glykokollaldehyd, sondern Benzaldehyd _hinsichtlich 
des Reaktionsverlaufes gepriift, denn die Aminogruppe des 
Aminoaldehyds nimmt ja, wenn man sie sich als schon 
verkettet denkt, an der Reaktion nicht teil. Ich habe in 
wasseriger Verdiinnung dquimolare Mengen Benzaldehyd 
und Glykokoll, neutralisiert mit einem Aquivalent Alkali, 
miteinander bei gewohnlicher Temperatur geschiittelt. Hierbei 
ging deutlich nach Verlauf einer Viertelstunde der gréfte Teil 
des Benzaldehyds in Lésung (durch Ansduern triibt sich dieselbe 
sofort wieder). Oxydiert man nun vorsichtig mit tibermangan- 
saurem Kali, versetzt mit etwas Bisulfit und séuert an, so erhilt 
men einen krystallinischen Niederschlag, der neben viel Benzoe- 
siure immer eine gewisse Menge Hippursdure enthialt. Daraus 
kann man schliefen, daf in der Tat die Reaktion analog den 
obigen beiden Gleichungen, némlich so: 

I. C,H, CH: O -+ NH,-CH,- COOH = C,H, -CH:N- CH, - COOH 
lI. C,H,- CH: N-CH,-COOH + O = C,H,-CO-NH.- CH, - COOH 
verlaufen ist. 

Es liegt nahe, anzunehmen, da8 auch die Hippursaure- 
bildung im Organismus im Sinne dieser Gleichungen verlauft. 
Die erforderliche Voraussetzung einer Reduktion der Benzoe- 





') Interessant ist, daB schon J. Loeb (The energie of living proto- 
plasm, London 1896) das Vorhandensein von freien NH,- und CHO- 
Gruppen als das Wesen des lebenden EiweiBes bedingend auf Grund 
gewisser physiologischer Reaktionen annimmt; im toten dagegen sollen 
beide miteinander verbunden sein. 
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siure zu Benzaldehyd hiatte nichts Befremdliches, zumal 
Benzoesaure tiberhaupt ziemlich leicht reduzierbar ist. Man 
sollte daraus allerdings folgern, daB® bei Darreichung von Benz- 
aldehyd anstelle von Benzoesiure eine vermehrte Hippursaure- 
bildung denkbar wire. Bei Ubersicht der einschligigen Ver- 
suchsresultate von andrer Seite konnte ich indessen keinen 
deutlichen Unterschied in den Ausbeuten feststellen; sie waren 
in beiden Fallen verhaltnismakig gro8. (Ubrigens hiingen diese 
doch auch von der gerade dem Organismus zur Verfiigung 
stehenden Menge Glykokoll ab.) 

Jedenfalls ist durch den Nachweis, dafi aus Benzaldehyd 
und Glykokoll in vitro Hippursaure erhalten werden kann, der 
Beweis erbracht, dafi eine Séureamid- und somit auch Peptid- 
bildung aus Aminoséuren auf dem gedachten Wege auch bei 
gewOhnlicher Temperatur und in beliebiger wasseriger Ver- 
diinnung theoretisch mdéglich ist. Damit wiirde zweifellos die 
natiirliche Peptidsynthese in einem wesentlichen Punkte, naémlich 
dem rein chemischen, bis zu einem gewissen Grade ihres 
ratselhaften Charakters entkleidet. 


Wiirzburg, im Februar 1917. 
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Die Shaffersche Oxydationsmethode zur Bestimmung der 
8-Oxybuttersaure im Harn. 


Von 


N. O. Engfeldt, Laborator. 


Mit einer Abbildung, 








(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der tierarztlichen Hochschule zu Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13, Februar 1917.) 


Die B-Oxybuttersiure bildet, wie bekannt, zugleich mit 
dem Aceton und der Acetessigsiure die sogenannten Aceton- 
kérper des Harns. Es liegen zwar schwerwiegende Griinde 
fir die Annahme vor, daf alle diese Kérper, obschon in sehr 
kleinen Mengen, als Endprodukte des Stoffwechsels in jedem 
normalen Harn zu finden sind, die bisher ausgefiihrten Unter- 
suchungen normalen Harns haben indessen kaum zum ein- 
wandfreien Nachweise mehr als eines dieser KoOrper, namlich 
des Acetons, geftihrt. Den Grund hierfiir hat man warscheinlich 
darin zu suchen, dafi das Aceton der am leichtesten chemisch 
nachweisbare der 3 Korper ist, wahrend die beiden anderen 
entweder, wie die Acetessigsiure, sich diuferst leicht zersetzen, 
oder auch, wie die B-Oxybutterséure, nicht geniigend empfindliche 
und charakteristische Reaktionen besitzen, um in so kleinen 
Mengen, wie sie unter physiologischen Verhaltnissen vorkommen, 
deutlich nachgewiesen werden zu kénnen. Bei gewissen St6- 
rungen im Stoffwechsel kann jedoch eine bedeutende Zunahme 
der Menge der Acetonkorper zustande kommen, deren Nachweis 
sowohl fiir die Diagnose wie ftir die Prognose des anormalen 
Zustandes von grofer Bedeutung sein kann. 

Von den drei Acetonkérpern kommt unter pathologischen 
Verhiltnissen die B-Oxybuttersiiure im allgemeinen am reich- 
lichsten vor. Bei einer gréBeren Menge Aceton und Acetessig- 
siiure im Harn fehlt, der Erfahrung nach, niemals die B-Oxy- 
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buttersdure. Die Angabe Stadelmanns’), daf die Abwesenheit 
des Acetons die Gegenwart von B-Oxybuttersdure (Crotonsidure) 
nicht ausschliefe, ist mit einer gewissen Vorsicht aufzunehmen, 
da die von ihm ausgefiihrten Proben zum Nachweis von Aceton 
bei naherer Untersuchung kaum als vollstindig befriedigend 
betrachtet werden kénnen (Geruchprobe, Eisenchloridprobe, 
seltener Liebens Jodoformprobe). Bei Anhéufung von Acet- 
essigsiure und £-Oxybuttersiure im Organismus (Acidosis) 
stellen sich allméhlich ernste Vergiftungserscheinungen ein. 
Es ist deshalb von Bedeutung, daB man eine Zunahme der 
Menge der Acetonkérper tiber das Normale schon in einem 
friihen Stadium nachweisen und in Fallen von Acidosis ihre 
Zu- und Abnahme verfolgen kann. Im allgemeinen hat man 
sich indessen auf den Nachweis oder die Bestimmung des 
Acetons und der Acetessigsaéure beschrinkt, fiir welchen Zweck 
sich empfindliche, zuverlissige sowie verhaltnismibig einfache 
Methoden ausgearbeitet finden. Die fiir die quantitative Be- 
stimmung der $-Oxybuttersiure zuginglichen Methoden sind 
dagegen in hohem Grade mihselig und zeitraubend und kommen 
deshalb nur ausnahmsweise zur Anwendung. Da die B-Oxy- 
buttersaure jedoch, wie schon oben erwihnt ist, der am reich- 
lichsten vorkommende der Acetonkérper des Harns ist und 
auferdem quantilativ in keinem bestimmten Verhiiltnis zu den 
librigen steht, sieht man leicht ein, dai die bei unseren ge- 
wohnlichen Acetonbestimmungen erhaltenen Ziffernwerte ein 
ebenso unvollstandiges wie unrichtiges Bild von dem wirklichen 
Gehalt des Harns an Acetonkérpern geben. Eine fiir klinische 
Zwecke andwendbare Methode zur Bestimmung des 
B-Oxybuttersaiuregehaltesim Harn ist folglich in einem 
hohen Grade wiinschenswert. 

Unabhangig von einander gelang es Minkowski?) und 
Kiilz,’) im Harn von Zuckerkranken B-Oxybutterséure nach- 
zuweisen, nachdem schon kurz vorher Stadelmann (lI. c.) 





1) Stadelmann, Arch. fiir exp. Path. und Pharm., Bd. 17, S. 419 
(1883). 

?) Minkowski, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 18, S. 35 (1884). 

*) Kiilz, Zeitschr. f. Biol., Neue Folge, Bd. 2, S. 165 (1884). 
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aus diabetischem Harn a-Crotonsiure als Zersetzungsprodukt 
der B-Oxybutterséure gewonnen hatte. 

Die B-Oxybuttersdure ist in reinem Zustand eine sirup- 
dicke, schwer krystallisierbare Fliissigkeit. Durch Oxydation 
geht sie in Acetessigsiure tiber, die ihrerseits bei Erhitzung 
oder Verwahrung sich leicht in Aceton und Kohlendioxyd 
spaltet. 

1. CH,-CH-OH-CH,- COOH +0 = CH,-CO.CH,- COOH +- H,0; 
2. CH, :CO-CH,-COOH = CH, -CO-CH, -+- CQ,. 

Bei Erhitzung bilden sich anhydridartige Verbindungen 
(«Lactone») und auferdem kann sich, besonders bei An- 
wesenheit von Schwefelsiure in gréBeren Mengen, a-Croton- 
siiure bilden: 

CH, -CH- OH - CH, COOH = CH,-CH : CH- COOH ++ H,0. 

Die B-Oxybutterséure enthalt ein asymmetrisches Kohlen- 
stoffatom und kann folglich in optisch aktiven Formen auf- 
treten. Die im Harn vorkommende ist linksdrehend. Die 
spezifische Drehung [a], = — 24,12° bei einer Temperatur 
von 17—22° und einer Konzentration unter 12°/o. 

Im AnschluB an diese Eigenschaften — Oxydierbarkeit zu 
Aceton, Zersetzung in a-Crotonsiiure und optische Aktivitét — 
sind verschiedene Methoden zur quantitativen Bestimmung der 
B-Oxybuttersiure ausgearbeitet worden. 

Von diesen Methoden hat sich die von Darmstadter’) 
angegebene Crotonséiuremethode nach den Untersuchungen von 
Magnus-Levy,’) Shindo,’) Shaffer*) und Embden- 
Schmitz) als sehr unbefriedigende Resultate ergebend im 
grofen ganzen unanwendbar erwiesen. Die von Shindo aus- 
gearbeitete Modifikation der Methode Darmstadters scheint, 
seinen Analysenresultaten nach zu urteilen, eine befriedigendere 


') Darmstidter, Diese Zeitschr., Bd. 37, S. 355 (1902/03). 

*) Magnus-Levy, Ergebn. der inn. Medizin und Kinderheilk., 
Bd. 1, S. 418 (1908). 

®) Shindo, Uber die quantitative Bestimmung der B-Oxybuttersadure 


im Harn. Dissert. Miinchen 1907. S. 17. 
*) Shaffer, Journ. of biolog. Chemistry, Bd. 5, S. 213 (1908—09), 
‘) Embden und Schmitz in Abderhaldens Handbuch III, Bd. 2, 


S. 926 (1910). 
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Ausbeute zu geben. Weitere Erfahrungen itiber dieselbe scheinen 
nicht vorzuliegen, und es sieht aus, als ob sie allzu zeit- 
raubend und schwermano6vrierbar wire, um mit einigermafen 
Erfolg in die Hinde weniger getibter Chemiker gelegt zu 
werden und eine allgemeinere praktische Anwendung zu finden. 

Die weitaus am meisten angewandte Methode der B-Oxy- 
buttersdurebestimmung ist die polarimetrische. Die hierbei 
zur Anwendung gekommenen und auf einer direkten Unter- 
suchung der Drehungsfahigkeit des Harns gegriindeten Methoden 
haben sich bei niaiherer Untersuchung simtlich als unanwend- 
bar erwiesen. Augenblicklich ist man auf eine vorhergehende 
Isolierung der 8-Oxybuttersiure durch Extraktion mit Ather 
hingewiesen, wonach nach Abdunstung des Athers und Lisung 
des Riickstandes in Wasser die Drehungsfihigkeit des Extraktes 
bestimmt wird. Die Angaben tiber die noétige Zeit zur voll- 
stiindigen Extraktion der B-Oxysiure wechseln bedeutend. Im 
allgemeinen diirfte jedoch eine Extraktionszeit von einem bis 
zu mehreren Tagen notig sein. Uber die Genauigkeit der 
Resultate ist zu bemerken, da’ im Harn normal levogyre, 
itherlosliche Substanzen vorkommen, die zu einer Erhéhung 
der Resultate beitragen kénnen. Anderseits haben Shaffer- 
Marriott!) bewiesen, da8 die Extraktion mit Ather sich 
kaum quantitativ ausfiihren laBt. Bei Versuchen mit be- 
stimmten, dem Harn oder einer Lésung zugesetzten Quanti- 
titen Saure entstand ein Verlust von etwa 10°/o. Die Ur- 
sache hierfiir glauben Shaffer-Marriott in dem Umstande 
gefunden zu haben, dai bei der langwierigen Extraktion eine 
gewisse Menge Saure durch Oxydation verloren geht. Die 
Polarisationsmethode schlieBt also in sich zwei Fehlerquellen 
ein, die jedoch in entgegengesetzter Richtung wirken und so- 
mit unter gewissen Umstinden die gegenseitigen Wirkungen 
vollstandig aufheben k6nnen. Das Erhalten richtiger End- 
resultate ist folglich bei der Anwendung der Methode nicht 
ausgeschlossen. Bei der Bestimmung von f-Oxybutterséure 
in Harn, der grdfere Mengen Siure enthilt, sind die Resultate 





1!) Shaffer-Marriott, Journ. of Biol. Chemistry, Bd. 16, S. 265 
(1913—14). 
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auch von hinreichend groBer Genauigkeit, wahrend ein Harn 
mit geringer Menge £-Oxybuttersdure infolge der Gegenwart 
der obengenannten levogyren Korper Werte gibt, die den 
wirklichen B-Oxybutterséiuregehalt um bis zu 100°/o iiber- 
schreiten kOnnen. Diese Nachteile der Polarisationsmethode 
sind jedoch von geringer Bedeutung im Verhaltnis zu dem, 
der in der sehr bedeutenden Zeit fiir die Ausfiihrung der Be- 
stimmung liegt, ein Umstand, der sicher auf die meisten ab- 
schreckend wirkt und die praktische Anwendbarkeit der Methode 
in unseren Kliniken in einem grédferen Mafstabe unmdglich 
macht. 

Hierzu kommt auch ein Umstand von praktischer Be- 
deutung, und zwar der, daf die Bestimmung des Gesamtaceton- 
gehaltes noch besonders nach ganz anderen Methoden vorge- 
nommen werden mu. Die Bestimmung des Gesamtgehaltes 
des Harns an Acetonkoérpern erfordert folglich eine unver- 
haltnismafig lange Zeit. Besonders ansprechend wirkt deshalb 
die von Shaffer!) vorgeschlagene Oxydationsmethode, die 
eine Bestimmung simtlicher Acetonkérper im Harn in einer 
einzigen Folge erméglicht. Die Shaffersche Methode der 
Bestimmung der 8-Oxybutterséure stiitzt sich auf den Umstand, 
daB die f-Oxybuttersiure durch Oxydation in der Warme 
mit Chromatschwefelsdure in Aceton iiberfiihrt wird; das 
gebildete Aceton wird nach Messinger-Huppert quantitativ 
bestimmt. Unter der Voraussetzung, dafi die B-Oxybutterséure 
bei der Oxydation quantitativ in Aceton tbergefiihrt wird und 
daB keine anderen im Harn vorkommenden Korper bei der 
Oxydation Anlaf zu fliichtigen jodverbrauchenden Substanzen 
geben, wiren von der Methode befriedigende Resultate zu 
erwarten. Nach Shaffers eigenen Untersuchungen an reinen 
8-Oxybuttersiiureldsungen findet unter gewissen, genau ange- 
gebenen Bedingungen eine annahernd quantitative Umwand- 
lung in Aceton statt. Dagegen fand Shaffer, daf im Harn 
normal oder zufiillig vorkommende Substanzen, wie Zucker 
und Glukuronsiuren u. a., bei der Oxydation die Bildung fliich- 





1) Shaffer, Journ. of biol. Chimistry, Bd. 5, S. 213 (1908—09). 
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tiger, jodverbrauchender Korper veranlaften, die st6rend auf 
das Resultat einwirkten. Durch eine Vorbehandlung des Harns 
mit Bleiessig und Ammoniak glaubt er indessen die wichtigsten 
der obenerwahnten Substanzen, namlich Zucker und Glukuron- 
sduren, zum grofiten Teil entfernen zu kOnnen, wonach dann 
die tibrigen bei der Oxydation gebildeten stérenden Substanzen 
durch Umdestillation mit Wasserstoffsuperoxyd in alkalischer 
Lésung vollstiindig beseitigt werden kénnen. 

Mondschein!) hat bei einer von ihm ausgearbeiteten 
Methode der quantitativen Bestimmung der Milchsiéure neben 
B-Oxybuttersiiure die Shaffersche Oxydationsmethode ange- 
wendet und sie befriedigend gefunden, hat jedoch keine ein- 
gehendere Kontrolle der Richtigkeit derselben vorgenommen. 

Embden und Schmitz?) haben indessen bei einer Nach- 
priifung der Shafferschen Methode gefunden, dafi die Redestil- 
lation mit Natronlauge und Wasserstoffsuperoxyd die bei der 
Oxydation gebildeten stdrenden jodverbrauchenden Substanzen 
nicht vollstandig zu entfernen vermag. Bei Verwendung reiner 
Traubenzuckerlésungen und einer Destillationsdauer, die der fiir 
die Ausfiihrung der Shaffer-Bestimmungen notwendigen etwa 
entsprach, fanden die Verf. in dem zweiten Destillat ganz be- 
trachtliche Mengen Jod gebunden. Bei Anwendung der Me- 
thode direkt auf den zuckerhaltigen Harn stimmten Parallel- 
bestimmungen so wenig, daB die Verf. die direkte Anwendung 
der Shafferschen Methode auf zuckerhaltigen Harn nicht 
empfehlen konnten. Dagegen stimmten die Parallelbestim- 
mungen an zuckerfreiem mit B-Oxybuttersiure versetztem Harn 
sehr gut. 

Bei einem Vergleich zwischen der Polarisationsmethode 
und der Shafferschen Methode zeigte die letztere bei gr6Beren 
Mengen £-Oxybuttersdiure stets niedrigere Werte, jedoch oft 
uber 90°/o der der ersteren. Bei Versuchen mit normalem oder 
schwach p-oxybuttersdurehaltigem Harn erhielten sie dagegen 
mit der Shafferschen Methode Werte, die nur einen geringen 
Bruchteil der auf polarimetrischem Wege erhaltenen aus- 





1) Mondschein, Biochem. Zeitschr., Bd. 42, S. 91 (1912). 
) 2 ¢. 











172 N. O. Engfeldt, 


machten. Da die Shaffersche Methode anscheinend etwas zu 
niedrige Werte liefert und die polarimetrische zu hohe, diirfte 
der richtige Wert zwischen dem polarimetrisch und dem durch 
Oxydation ermittelten liegen. 

AnlaBlich dieser von Embden und Schmitz ausgespro- 
chenen Bemerkungen gegen dieShaffersche Oxydationsmethode 
hat Shaffer zusammen mit Marriott!) eine Nachpriifung seiner 
Methode ausgefiihrt. Die Verf. heben hervor, dai Gorslin 
und Cooke?) zwar kleinere Modifikationen bei der Verwen- 
dung der Oxydationsmethode vorgeschlagen, ihre Richtigkeit 
aber, im Gegensatz zu Embden und Schmitz, nicht in Frage 
gestellt hiitten. Shaffer und Marriott bemerken weiter, daB 
die Methode auf der Untersuchung einer inaktiven, synthe- 
tischen, durch Umkrystallisation des Natriumsalzes gereinigten 
8-Oxybuttersiure mit einer durch Titration bestimmten Kon- 
zentration der Sadure basiert sei. Die Resultate hatten eine 
Ausbeute von 98,8—103,3°/o der theoretischen ergeben, wo- 
raus sie den Schlu8 gezogen hitten, da& die Oxydation zu 
Aceton praktisch quantitativ verlaufe. Bei der Nachpriifung 
fanden Shaffer-Marriott indessen, genau wie Embden und 
Schmitz, da8 bei der Oxydation einer mit Ather aus dem 
Harn extrahierten B-Oxybuttersadure niedrigere Werte, als 
die, welche die optische Untersuchung ergab, im allgemeinen 
85—95°/o, erhalten wurden. Die Anmerkung von Embden 
und Schmitz, daf Traubenzucker bei Oxydation mit Kalium- 
dichromat in schwefelsaurer L6sung Anla& zu jodverbrauchen- 
den Substanzen gab, die sich durch Umdestillation mit Natron- 
lauge und Wasserstoffsuperoxyd nicht vollstandig entfernen 
lassen, wurde von Shaffer und Marriott zugegeben und noch 
bestétigt. Die Verf. weisen indessen darauf hin, daf die 
Methode nicht fiir die direkte Bestimmung in zuckerhaltigem 
Harn, sondern nur nach der Behandlung dieses mit Bleiessig 
und Ammoniak ausgearbeitet worden sei. 


') Shaffer u. Marriott, Journ. of biol. Chemistry, Bd. 16, S. 265 
(1913—14), 

*) Gorslin u. Cooke, Journ. of biol. Chemistry, Bd. 10, S. 291 
(1911—12). 
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Fiir die weitere Kontrolle und Untersuchung der Oxy- 
dationsmethode war indessen die Herstellung einer f-Oxy- 
butterséurelésung von vollstindig chemisch reiner Beschaffen- 
heit und vollkommen exakter Starke notwendig. Die Versuche 
der Verf. hierin wurden mit Erfolg gekrént und es gelang 
ihnen, ein fiir den Zweck anwendbares Ca-Zn-Salz herzustellen, 
das bei der Analyse folgende Zusammensetzung ergab: CaZn 
(C,H,O,),.. Das aus der durch den Extrakt des Harns erhal- 
tenen Siiure hergestellte Salz hat eine weife Farbe, ist in 
10 Teilen Wasser ldslich, nicht deliquiscierend und _ haltbar. 

Bei der Oxydation wurde ein gewisses Quantum B-Oxy- 
buttersiure (als CaZn-Salz) auf 600 ccm mit Wasser verdiinnt, 
dem 30 ccm Schwefelsiure (Kigengewicht 1,59) zugesetzt 
wurden. Hierauf wurde die Mischung unter Hinzutriufeln einer 
stark verdiinnten Kaliumdichromatl6sung wiéhrend 3'/2 Stunden 
der Destillation unterzogen, wobei eine berechnete Gesamt- 
menge von 0,5 g K,Cr,0, angewendet wurde. Die Aceton- 
menge wurde im Destillat jodometrisch bestimmt. Als Resultat 
der Versuche ging hervor, daf ein Verlust von 5—10°/o er- 
halten wurde. Die Verf. geben an, daf sie viele vergebliche 
Versuche gemacht hitten, um die Methode zu verbessern und 
theoretisch richtige Werte zu erhalten. So wurden andere 
Oxydationsmittel und andere Saiuren verwendet. Die Ursache 
der zu niedrigen Werte liegt, nach Ansicht der Verf., in der 
Bildung von Essigsaiure anstatt des Acetons — ein Teil der 
bei der Oxydation primar gebildeten Acetessigsiure solle eine 
sogenannte Saurespaltung statt der Ketonspaltung erfahren. 
Die Verf. glauben némlich auf experimentellem Wege fest- 
gestellt zu haben, dafi das Aceton, einmal gebildet, nicht unter 
den bei der Oxydationsmethode vorhandenen Umstinden an- 
gegriffen wird. Eine etwas hodhere Ausbeute erhielten die 
Verf. dadurch, dafi sie das Dichromat duferst langsam hinzu- 
setzten und die Destillatton eine verhiltnismiébig lange Zeit 
stattfinden lieBen. Wenn somit in den ersten 2—3 Viertel- 
stunden nur 0,09 g K,Cr,0O, und dann in der folgenden Stunde 
0,09 g hinzugesetzt wurden und die Destillation 4 Stunden aus- 
gedehnt wurde, erhielten sie zwischen 95,2—97,5 g wechselnde 
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Ausbeuten. Die Verf. halten es fiir wahrscheinlich, daB die Ausbeute 
bei noch langsamerem Zusatz von Dichromat und noch laingerer 
Destillation annahernd 100°/o wird. Da die Ausbeute indessen nach 
den zuerst angegebenen Bedingungen recht konstant zu sein 
scheint, schlagen die Verf. eine Korrektion der auf die ebengenannte 
Weise erhaltenen Werte durch Erhéhung derselben um 10°/o vor. 
Bei der Anwendung der Oxydationsmethode auf Harn sind nach 
den Verf. folgende Umstande in Betracht zu ziehen. Im Harn 
kommen normal oder zufillig Stoffe vor, die bei der Oxydation 
Anlaf} zu fliichtigen jodverbrauchenden Substanzen geben. Zu 
solchen Stoffen rechnen die Verf. Glukuronséuren, Zucker-, 
Milch-, Butter- und Ameisenséure sowie Phenol. 

Durch drei Verfahren glauben die Verf. den stérenden 
KinfluB dieser K6rper eliminieren zu kénnen. Glukuron- 
siuren und Zucker werden durch Fillung mit Bleiessig und 
Ammoniak entfernt. Phenol, Buttersaure und Ameisen- 
siiure durch Destillation des angesiuerten Filtrats, wobei auch 
das Aceton und die Acetessigsiiure entfernt werden. Aus dem 
erhaltenen Destillat laBt sich das Aceton durch Umdestillation 
in alkalischer Lésung isolieren und dann auf jodometrischem 
Wege quantitativ bestimmen. Moglicherweise vorhandene 
Milchsaéure wird bei der Behandlung mit Kaliumdichromat 
zu Acetaldehyd aufoxydiert, aber durch Umdestillation des 
Destillats mit Natronlauge und Wasserstoffsuperoxyd beseitigt. 
Die Verf. haben auch Untersuchungen eines normalen Harns 
ausgefiihrt und hierbei im Mittel eine gerade 30 mg Aceton 
entsprechende Menge f-Oxybutterséure oder ungefaéhr 50 mg 
pro Liter gefunden. Die Verf. halten es fiir glaublich, daB 
diese Menge die physiologisch im Harn vorkommende ist. 
Einen wesentlichen Einflu8 auf das Resultat kann diese un- 
bedeutende Menge, wenigstens bei der Untersuchung eines 
eine betrichtlichere Menge B-Oxybutterséure enthaltenden 
Harnes, nicht ausiiben. 

Die besonderen Vorschriften fiir die Ausfiihrung der Be- 
stimmung im Harn weichen nur unwesentlich von den in 
Shaffers erster Arbeit angegebenen ab. Da ich indessen weiter 
hinten auf eine kritische Untersuchung der Methode, wie sie 
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zuletzt formuliert ist, eingehen werde, halte ich es fiir not- 
wendig, dieselbe vollstindig wiederzugeben. 

«25—100 cem (eventuell mehr, gewOhnlich 50 ccm) werden 
mit einer Pipette gemessen und in einen 200—300 ccm Wasser 
enthaltenden Mefikolben von 500 cem gefiillt. Bleiessig (Pharm. 
U.S.A.) in gleichem Volumen wie der angewandte Harn — bei 
geringem oder keinem Zucker im Harn nur die Hilfte — wird 
hinzugesetzt und die Mischung umgeschiittelt. Ein der Hilfte 
des Volumens des angewandten Bleiessigs entsprechendes 
Volumen konzentrierten Ammoniaks wird hinzugesetzt, der 
Kolben bis zur Marke mit Wasser gefillt, umgeschiittelt und 
nach einigen Minuten durch ein gefaltetes Filtrum filtriert. 
200 ccm des Filtrates werden in einen 1000 ccm-Kjeldahl- 
Kolben gegossen, mit 400 ccm Wasser verdiinnt, 15 cem kon- 
zentrierte Schwefelsiiure sowie etwas Talk zugesetzt und die 
Mischung destilliert, bis etwa 200 ecm iiberdestilliert haben 
(Dest. A.). Durch Hinzutréufeln von Wasser aus einem Scheide- 
trichter ist das Volumen im Destillierkolben auf mindestens 
400—500 ccm zu halten. Das Destillat A, das priéformiertes 
und von Acetessigséure gebildetes Aceton enthalt und in einem 
anderen Kjeldahl-Kolben aufgesammelt wird, wird nach Zu- 
satz von 10 ccm 10°/oiger Natronlauge (ungefahr 20 Min.) um- 
destilliert. (Dest. A 2.) Im Destillat A 2 wird der Aceton- 
gehalt nach Messinger-Huppert jodomotrisch bestimmt. 
1 ccm "/10-Jod = 0,967 mg Aceton. 

Der auf die angegebene Weise vorher destillierte Harn 
wird unter Hinzutrépfeln einer verdiinnten Kaliumdichromat- 
losung, sodafi das Volumen konstant erhalten wird, einer fort- 
gesetzten Destillation unterzogen. Eine Gesamtmenge von 
0,5—1 g K,Cr,O, geniigt im allgemeinen, und falls die Farbe 
der Losung nicht griin wird, wird nicht mehr als 1 g zuge- 
geben. Sehr selten sind 2—3 g Chromat notig, und im allge- 
meinen nur, wenn der Zucker nicht vollstindig entfernt worden 
ist. 10 ccm einer 10°/oigen K,Cr,0,-Loésung werden auf 100 ccm 
verdiinnt und fiir jede Bestimmung angewendet. 20 ccm der 
letzteren Losung (0,20g K,Cr,0,) werden mit Hilfe eines Scheide- 
trichters langsam hinzugesetzt und hierauf 10 ccm alle 15—20 
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Minuten, bis alles hinzugesetzt ist. Sollte die Lésung griin 
werden, muBf natiirlich mehr Chromat beigegeben werden. Die 
Oxydation ist nach dreistiindiger mafiger Destillation abge- 
schlossen (Dest. B.). Das Destillat B, das zur Vermeidung einer 
Erneuerung der Vorlage in einem hinreichend geraéumigen Kolben 
aufzusammeln ist, wird ungefahr 20 Minuten lang unter Zusatz 
von 10 ccm 10°/oiger Natronlauge und 25 ccm 3°/oigen Wasser- 
stoffsuperoxyds umdestilliert. Hierbei wird die Mischung vor- 
sichtig erhitzt, bis das Wasserstoffsuperoxyd dekomponiert ist. 
(Dest. B 2.) Im Destillat B 2 wird der Jodverbrauch nach 
Messinger-Huppert bestimmt und auf p-Oxybuttersaéure um- 


gerechnet. 
Die erhaltenen Werte werden um 10°/o erhoht. 
1 ccm "/10-Jod = 1,734 mg B-Oxybuttersiaure. 


Eigene Untersuchungen. 


Schon im Laufe des Jahres 1913, bevor noch die oben- 
genannte letzte Arbeit Shaffer-Marriots ver6ffentlicht war, 
hatte ich mich mit einer kontrollierenden Untersuchung tiber 
die Verwendbarbeit der Oxydationsmethode beschiftigt. Bei 
diesen Versuchen benutzte ich eine von Kahlbaum, Berlin, 
hergestellte chemisch reine, inaktive B-Oxybutterséiure, deren 
Stirke auf titrimetrischem Wege bestimmt wurde. Hierbei 
irrte ich mich betreffs der Beschaffenheit der inaktiven B-Oxy- 
buttersdiure, indem ich aus meinen ersten Analysenresultaten 
den Schlu8 zog, daB sie sich ohne Schwierigkeit quantitativ 
in Aceton itberfiihren lieB. Konzentrierte fB-Oxybuttersaure 
enthalt indessen recht grofe Quantitéten anhydridartige Ver- 
bindungen, analog den in der Milchsaiure vorkommenden 
Dilactylséiure und Lactid, die sich durch eine direkte Titrierung 
mit Lauge nicht quantitativ bestimmen lassen. Durch Behand- 
lung mit Alkali in Uberschu8 bei Wasserbadwirme werden 
dagegen die anhydridartigen Kérper hydrolysiert und kénnen 
dann durch Zuriicktitrierung bestimmt werden. Bei direkter 
Titrierung fand ich somit in einem gewissen Quantum einen 
Alkaliverbrauch von 7 ccm, wahrend der Verbrauch nach der 
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Hydrolyse auf 8,2 ccm stieg. Die B-Oxybuttersiure enthielt 
folglich etwa 15°/o «Lactone». Bei Versuchen nach der ersten 
Vorschrift Shaffers mit Lésungen der obenerwihnten Siure 
erhielt ich etwa 15°/o zu niedrige Werte. 

Dieser Verlust entspricht gerade dem Teil der B-Oxy- 
buttersiure, der als «Lacton» vorkommt und der bei der 
direkten titrimetrischen Bestimmung der Aufmerksamkeit ent- 
geht. Daf diese anhydridartigen Verbindungen auch in stark 
verdtinnter Wasserlésung eine ungewOhnliche Resistenz besitzen, 
geht aus einer spiter vorgenommenen Untersuchung hervor, 
die ergab, da eine B-Oxybuttersdurelésung von etwa 0,8 °/o Stirke 
diese Anhydride noch nach zweijihriger Verwahrung in unver- 
inderter Menge enthielt. Bei Oxydation nach vorhergehender 
Hydrolyse mit Alkali erhielt ich indessen keine Verbesserung 
der Ausbeute. Als Resultat dieser Untersuchungen ging indessen 
hervor, dafi die 8-Oxybutterséure sich nicht unter den ange- 
gebenen Bedingungen quantitativ in Aceton tibertragen lasse. 
Ob Shaffer bei der titrimetrischen Bestimmung der fiir die 
Untersuchung notigen B-Oxybutterséurelésungen die erwahnten 
Anhydride genigend beriicksichtigt hat, geht aus seinem Bericht 
nicht hervor, es erscheint aber nicht unwahrscheinlich, dai 
dies nicht geschehen ist, und daf dies die Ursache der von 
ihm erhaltenen scheinbar quantitativen Ausbeuten bei der 
Oxydation gewesen ist. Die von Shaffer selbst unter An- 
wendung von CaZn-Salz der f-Oxybuttersiiure als Ursubstanz 
bewerkstelligte Nachpriifung der Methode hat indessen das 
Resultat geliefert, da die friiheren Angaben iiber die Ausbeute 
bei der Oxydation falsch waren, und dafi diese mit einem 
Verlust von etwa 10°/o verliuft. Der fiir eine quantitative 
Methode wenig zusagende Umstand, Werte zu liefern, die mit 
bis 10°/e unter die theoretisch richtigen heruntergehen, wirkt 
keineswegs ermunternd zu neuen Versuchen, besonders wenn, 
wie es hier der Fail ist, die Methode zeitraubend und verhiltnis- 
mafig schwer manovrierbar ist. Die Idee Shaffers, siémt- 
liche Acetonkérper des Harns in einer einzigen Reihenfolge 
und auf gleichartige Weise zu bestimmen, erschien mir indessen 
von einem so augenscheinlichen Wert, dai ich die Methode im 
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Verlaufe des Jahres 1915 zu erneuerter Bearbeitung aufnahm. 
Meine Absicht war, teils die Richtigkeit der in der letzten 
Arbeit Shaffer-Marriotts gelieferten Angaben iiber die Aus- 
beute u. a. bei der Oxydation zu kontrollieren, teils durch eine 
Modifikation der Ausfiihrung theoretisch richtige Werte zu er- 
zielen zu suchen, und schlieBlich, gestiitzt auf die gesammelte 
Erfahrung, eine fiir klmische Zwecke geeignetere Methode als 
die Shaffersche auszuarbeiten, da diese letztere allzuviel 
Zeit in Anspruch nimmt, um eine allgemeinere Anwendung 
erhalten zu kénnen. Im Anschlu8 an obenberiihrte Gesichts- 
punkte ist die folgende Arbeit ausgefiihrt worden. 


Um dem Leser einen Uberblick iiber den Gang der Arbeit zu geben, 
teile ich hier unten eine schematische Aufstellung derselben mit. 


A. Kontrollierende Untersuchung der Shaffer-Marriott- 
schen £-Oxybuttersiurebestimmungsmethode. 

1. Bereitung der fiir die Untersuchung nétigen p-Oxybuttersaure- 
losungen. 

2. Bestimmung der f-Oxybuttersiure nach Shaffer-Marriott. 

3. Versuche mit gréBeren Mengen Chromat und langerer Oxyda- 
tionszeit. 

4, Die Einwirkung des Traubenzuckers auf das Resultat der Oxydation. 

5. Die Fallbarkeit des Traubenzuckers mit Bleiessig in ammonia- 
kalischer Lésung. 

6. Untersuchung normalen Harns mit und ohne Zusatz von Trauben- 
zucker. 


B. Versuche, durch gewisse Detailverinderungen der 
Shaffer-Marriottschen Methode eine quantitative Ausbeute 
zu erzielen. 


(. Klinische Methoden zur Bestimmung des Gesamt- 
acetons und der B-Oxybuttersdure im Harn. 

1. Versuche mit reinen B-Oxybuttersdurelésungen. 

2. Anwendung der Methode auf den Harn. 

a) Versuche mit normalem Harn. 

b) Versuche mit normalem, mit Traubenzucker und £-Oxybutter- 
siiure in wechselnden Mengen versetztem Harn. 

3. Bestimmungen des Gesamtacetons und der §-Oxybuttersdure 
nach einer von mir modifizierten Shaffer-Methode. 

4. Vergleichende Untersuchung der Resultate bei der Bestimmung 
der §-Oxybuttersiure im Harn nach der Polarisations- und Oxydations- 
methode. 
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A. Kontrollierende Untersuchung der Shaffer-Marriottschen 
8-Oxybuttersiurebestimmungsmethode. 


1. Bereitung der fiir die Untersuchung notigen 
8-Oxybuttersdurelésungen. 


Als Ursubstanzen bei der Untersuchung der p-Oxybutter- 
siure habe ich teils eine synthetische, inaktive, von Kahl- 
baum hergestellte Séure und teils ein nach der Vorschrift 
Shaffers aus der durch Atherextraktion aus diabetischem 
Harn erhaltenen f8-Oxybuttersdéure hergestelltes Ca-Zn-Salz 
angewendet. Gewisse Mengen der Saure bezw. des Salzes 
wurden in Wasser gelést und auf ein bestimmtes Volumen 
verdiinnt. Eine gewisse Menge dieser Lésungen wurde fiir 
jede besondere Analyse mit kontrollierten Pipetten gemessen. 

Der Gehalt der Lésung an freier inaktiver B-Oxybutter- 
siure wurde auf titrimetrischem Wege bestimmt. Hierbei 
wurde die Lésung erst 1/2 Stunde der Hydrolyse in Wasser- 
badwiirme mit !/1:0-normaler Lauge in Uberschu8 unterzogen, 
nach der Abkiihlung dasselbe Volumen '/10-normale Siure 
hinzugesetzt und der Alkaliverbrauch dann durch Zuriick- 
titrierung mit '/10o-normaler Lauge (Phenolphthalein als Indikator) 
bestimmt. Bei der Titration wurde kohlendioxydfreie Lauge 
angewendet. Wahrend der Hydrolyse und bei der Abkiihlung 
wurde der Kolbeninhalt durch eine mittels eines durchbohrten 
Gummipfropfens am Kolbenhalse befestigte doppeltgebogene 
Glasréhre, kombiniert mit einer mit Lauge gefiillten Peligots- 
rohre, vor dem Kohlendioxyd der Luft geschiitzt. Bei der 
Herstellung des Ca-Zn-Salzes bin ich in der Hauptsache der 
Shafferschen Vorschrift gefolgt. Die Abweichungen sind nur 
technischer Art, indem die Arbeitsmethode sich nach den mir 
zu Gebote stehenden Apparaten richten mute. Etwa 10 Liter 
stark B-oxybuttersdurehaltiger Harn wurden im Wasserbad zu 
Sirupdicke eingedampft, mit 5 Liter 96°/oigem Spiritus ge- 
fallt!) und mit etwa 100 ccm vorher mit 300 ccm Wasser ver- 





') Die sirupdicke Fliissigkeit eignet sich infolge ihrer Geneigtheit, 
mit dem Ather Emulsionen von groBer Resistenz zu bilden, nicht fiir 
direkte Extraktion. 
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diinnter konzentrierter Schwefelsaéure angesduert. Die Mischung 
wurde filtriert und mit 11/2 Liter Wasser versetzt, mit Natron- 
lauge neutralisiert und von neuem im Wasserbade auf etwa 
einen Liter abgedampft, nach der Abkiihlung mit 25°/oiger H,SO, 
angesiiuert sowie wiederholt (6mal) mit Ather ausgeschiittelt. 
Nach der Abdestillation des Athers verblieb eine braune dick- 
fliissige Fliissigkeit, die als Ausgangsmaterial fiir die Her- 
stellung des Ca-Zn-Salzes diente. 40g wurden in etwa 300 ccm 
Wasser geloést und die Lésung in zwei gleiche Teile geteilt. 
Der eine Teil wurde mit CaCO, versetzt, etwa 1/2 Stunde bis 
zum Kochen erhitzt, mit Tierkohle entfarbt und filtriert. Der 
andere Teil wurde mit eben gefilltem und durch Wdassern 
von Sulfat befreitem Zinkhydrat!) versetzt, das durch Fallung 
einer Lésung von 40 g krystallisiertem Zinksulfat mit 40 g 
25°/oiger Natronlauge hergestellt war. Die auf die angegebene 
Weise erhaltenen Calcium- und Zinklésungen wurden gemischt 
und zu beginnender Krystallisation abgedampft, wo das doppelte 
Volumen 96°/oigen Spiritus zugesetzt wurde. Nach dem Er- 
kalten wurde der entstandene Niederschlag des Doppelsalzes 
auf dem Filtrum aufgesammelt, mit 90°/oigem Spiritus ge- 
waschen sowie durch Pressen zwischen Filtrierpapier weiter 
von der Mutterlauge befreit und bei gelinder Wiarme getrocknet. 
Der trockne Niederschlag, der etwas grau war, wurde aufs 
neue in einer geniigenden Menge kochenden Wassers gelést, 
mit Tierkohle behandelt, filtriert und mit dem doppelten Vo- 
lumen Spiritus gefallt. Der erhaltene schneeweife Nieder- 
schlag wurde noch einmal mit Spiritus gefallt sowie zweimal 
aus Wasser umkrystallisiert, bei 105°C. und_ schlieBlich 
vollstindig im Exsikkator getrocknet. Das Ca-Zn-Salz hat nach 
Shaffer die Zusammensetzung CaZn(C,H,O,), und somit ein 
Molekulargewicht von 517,68, dem 416,24 g freie B-Oxybutter- 
siiure entsprechen. Durch Multiplikation mit dem Faktor 
0,80405 erhalt man folglich die dem Doppelsalz entsprechende 
Menge freie Siéure. Da das Resultat der Shafferschen Ana- 





') Shaffer schlagt Zinkcarbonat vor, das indessen bei Versuchen 
schlechte Ausbeuten ergab. Auch Zinkoxyd reagiert triage mit der rohen 
Saure. Eben gefilltes Zinkhydrat gab dagegen eine befriedigende Ausbeute. 
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lyse des Doppelsalzes keinen Anlaf zu einem Zweifel an dessen 
Zusammensetzung gibt, habe ich mich der Kontrolle wegen 
nur auf die Bestimmung des Aschengehaltes des von mir her- 
gestellten Salzes beschrankt. 0,6437 g Ca-Zn-Salz wurden tiber 
einer gewOhnlichen Bunsenflamme verbrannt und die Verbren- 
nung durch vorsichtigen Zusatz von Ammoniumnitrat in kleinen 
Portionen vervollstaéndigt. Die Asche wurde dann in der Ge- 
bliseflamme zu konstantem Gewicht gegliiht (45 Min.). Nach 
der Abkiihlung im Exsikkator wog die Asche 0,1723 g. 
CaZn (C,H,O,), —- CaO -+ ZnO 
517,68 137,44 
Theoretisch enthalten 0,6437 g Ca-Zn-Salz 


i768 . 0,6437 = 0,1709 g CaO ++ ZnO 
dem eine gefundene Menge von 0,1723 g entspricht, also eine 
Differenz von 0,0014 g, was jedoch als befriedigend zu be- 
trachten ist. Durch Vorpriifung habe ich mich der Sicherheit 
wegen teils davon tiberzeugt, da das Zinkoxyd sich bei 
Gliihung in der Gebléseflamme nicht verfliichtigt, und teils, 
da8 das angewandte Ammoniumnitrat frei von feuerfesten 


Verunreinigungen war. 








2. Bestimmung der f-Oxybuttersiure nach Shaffer- 
Marriott. 


Zur Kontrolle der von Shaffer-Marriott gelieferten 
Angaben iiber die Ausbeute bei der Oxydation der £-Oxy- 
buttersaure fiihrte ich eine Serie Untersuchungen reiner B-Oxy- 
buttersiurelésungen in genauer Ubereinstimmung mit den von 
den Verfassern gelieferten Vorschriften aus. Bei der Oxydation 
wurde somit ein gewisses Quantum £-Oxybuttersiure (als 
Ca-Zn-Salz) mit Wasser auf 60 ccm verdiinnt, mit 30 ccm 
Schwefelsdure (Kigengewicht 1,59) angeséuert und nach Zusatz 
einer Messerspitze Talk unter Hinzutréufelung einer stark ver- 
diinnten Kaliumdichromatlésung von einem in den Kolben ein- 
gepaBten Scheidetrichter destilliert. Der ZufluB des Dichro- 
mates wurde so geregelt, daB das Volumen der Destillations- 
flissigkeit konstant erhalten und eine Gesamtmenge von 0,5 g 

13* 



















































































“ ee ee aati wi saat SEN RCE age a 
Tabelle I. 
nnn nnn nnn nnn EEE ______| 
Dest. B. | 
Dest. A. Dest. C. 
‘ Nach Redestillation mit ve Dest. A+ C 
B-Oxy- |Gesamt-| Nach 31/2 Std. Dest. NaOH + H,0, Nach fortgesetzter Dest. 
butter- | menge Berechn. Berechn. Aceton Berechn. 
Nr. : K.Cr.0 ood Menge | Aus- = Menge | Aus- | nach De- ped — Gesamt- Bie 
saure r : - Oxy- 2 - Oxy- -| stilla- . 4 F 
‘ *") brauch f- Oey beute | brauch B-Oxy beute From stlla- brauch| brauch | MEMES | aus- 
butter- butter- mer- |tionszeit PEP | ote 
n/io-J. | saiure N/io-J. | sdure Eng- n/1o-J.| B/10-J. | butters. 
mg | g ccm mg %o ccm mg %Jo feldt Std. ccm | ccm mg %o 
3 
c 1 27,13 | 0,50 14,4 24,97 | 92,1 | 13,7 23,76 | 87,6 + 2 0,30 | 14,7 25,49 | 93,9 
Lote) 
Ps 2 27,13 | 0,50 14,6 25,32 | 93,3 | 13,8 23,93 | 88,2 4. 2 0,30 | 14,9 25,84 | 95,2 
: 3 54,27 | 0,50 28,8 49,93 | 92,0 | 26,4 45,78 | 84,4 +- 2 1,10 | 29,9 51,85 | 95,5 
4 54,27 | 0,50 28,9 50,11 | 92,3 | 26,7 46,30 | 85,3 + 2 1,00 | 29,9 51,85 | 95,5 
| 
5 | 108,54 | 0,50 54,0 93,64 | 86,3 | 50,2 7,05 | 80,2 + 3 3,50 | 57,5 99,70 | 91,9 
| 
6 | 108,54 | 0,50 54,2 | 93,98 | 86,6 | 49,0 84,97 | 78,3 + 3 4,1 58,3 | 101,09 | 93,1 
7 | 162,81 | 0,75 | 85,5 | 148,26 | 91,1 | 79,8 | 138,37 | 85,0 -{- 3 | 1,2 86,7 | 150,34 | 92,3 
| | | 
8 | 162,81 | 0,75 | 84,7 | 146,87 | 90,2 | 79,2 | 137,33 | 844 | + 3 | 23 87,0 | 150,86 | 92,7 
| | 
So | | | 
—_ | 
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Chromat angewendet wurde. Nach 3!/2 stiindiger Destillation 
wurde der Jodverbrauch nach Messinger bestimmt (Dest. A). 
(Tabelle I). Die Ausbeuten wechseln zwischen 86,3—93,3°/o. 
In den Proben 1—4 halten sich die Ausbeuten bei ungefiihr 
92—93°/o, wihrend die Proben 5—6 bedeutend niedrigere 
Werte, und zwar zwischen 86—87°/o zeigen. In den Proben 
7—8 sind die Werte indessen wieder auf 90—91°/o gestiegen. 
Die Ursache dieser Schwankungen ist zweifellos in einer allzu 
knapp bemessenen Chromatmenge zu suchen. In den Proben 
1—4, wo der wirkliche £-Oxybutterséuregehalt 50 mg nicht 
nennenswert iiberschreitet, erscheint die Chromatmenge hin- 
reichend, bei einem Quantum von 100 mg ist sie aber offenbar 
zu gering, trotzdem sie die theoretisch notwendige um das 
Fiinffache tibersteigt. Erhédht man indessen die Chromatmenge, 
wie in den Proben 7—8, auf 0,75 g, so verbessern sich die 
Ausbeuten, obschon die bei diesen Versuchen verwendete 
B-Oxybuttersiiuremenge tiber 160 mg betriigt. Die Ausbeuten 
sind somit keineswegs quantitativ, und eine fortgesetzte Destil- 
lation zeigt, dafi die B-Oxybuttersiure durchaus nicht voll- 
stindig verbraucht ist, denn das neue Destillat gibt deutlich 
positiven Ausschlag fiir Aceton nach Frommer-Engfeldt.') 
Wird die Destillation unter Hinzutréufelung von Wasser bis 
zum konstanten Volumen um noch 2—3 Stunden ausgedehnt, 
so verbraucht das so erhaltene Destillat Jod in wechselnden 
Mengen (Dest. C.). Legt man diesen Jodverbrauch zu dem bei 
der ersten Destillation erhaltenen, so steigen die Ausbeuten 
auf zwischen 91,9—95,5°/o wechselnde Werte. Setzte man die 
Destillation weiter fort, so konnte man in den folgenden De- 
stillaten mit der Frommer-Engfeldtschen Probe nur die 
kleinsten Spuren von Aceton nachweisen, woraus man den 
Schlu8 ziehen kann, daf praktisch alle 6-Oxybuttersiéure ver- 
braucht worden ist. Erstreckt man somit die Destillation auf 
6—7 Stunden, so verbessern sich die Ausbeuten zwar einiger- 
mafen, ein Verlust von 5—8°/5 scheint aber gleichwohl statt- 
zufinden. Die Verluste kinnen keiner Unvorsichtigkeit bei der 
Destillation selbst zugeschrieben werden, da die Destillation 





') Engfeldt, Berlin. Klin. Wochenschrift Nr. 18, 1915. 








184 N. O. Engfeldt, 


unter Beobachtung der groéSten Genauigkeit in der Abkiihlung 
sowie in der Beschaffenheit des Destillationsapparates vor sich 
ging. Die fiir die Zusammensetzung des Destillationsapparates 
erforderlichen Pfropfen waren aus Kautschuk und die Vorlagen 
luftdicht mit den Kiihlern zusammengekoppelt, so daf sie nur 
durch mit Wasser gefiillte Kugelréhren mit der dufBeren Luft 
in Verbindung standen. Daf diese Anordnungen zur Vermeidung 
von Acetonverlusten bei der Destillation geniigen, davon habe 
ich mich auferdem durch Versuche mit Acetonlésungen von 
bekannter Stirke tiberzeugt. 

Shaffer-Marriott meinen selbst, daf die wahrschein- 
liche Ursache des bei der Oxydation auch von ihnen festge- 
stellten Verlustes in einer partiellen Spaltung der bei der 
Oxydation primar gebildeten Acetessigséure unter Bildung von 
Essigsiure zu suchen sei. Als Stiitze fiir diese Ansicht fiihren 
die Verfasser das Resultat einer Destillation unter Zusatz von 
Chromat in gréferer Menge an, wo eine Bildung von Essig- 
siure deutlich nachweisbar war. Daf indessen nicht der 
ganze Verlust bei der Oxydation einer Reaktion in der oben- 
erwahnten Richtung zugeschrieben werden kann, zeigt eine 
Untersuchung des Verhaltnisses des Destillates zur alkali- 
ammoniakalischen Silberlésung.!) Bei direkter Untersuchung 
des erhaltenen Destillates mit'diesem Reagens war zwar kaum 
eine wahrnehmbare Reduktionsfahigkeit zu beobachten, nach 
einer vorgenommenen Konzentration durch Umdestillation er- 
hielt man aber einen deutlichen positiven Ausschlag. Das 
Destillat enthalt folglich auBer Aceton auch reduzierende jod- 
verbrauchende Substanzen (Aldehyde und Ameisensaure ?). 
Diese lassen sich zwar durch eine Umdestillation mit Wasser- 
stoffsuperoxyd in alkalischer Lésung entfernen (Dest. B.), diese 
Behandlung hat aber eine weitere Senkung der Ausbeute, und 
zwar auf niedrigstens 80,2 und héchstens 88,2°/o, im Mittel 
fir 8 Bestimmungen etwa 84°/o der theoretischen, zur Folge. 
Dieses Verhiiltnis ist bemerkenswert, da Shaffert-Marriott 


') 3g Silbernitrat, 3 g Natronhydrat, 100 ccm 5°/oiges Ammoniak. 
Die Probe wurde in einem mit konzentrierter Schwefelsiure gereinigten 
Cylinder, sowie im Schutz gegen Licht ausgefihrt. 
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eine solche Umdestillation bei der Anwendung der Methode 
auf Harn benutzen. Die von ihnen vorgeschlagene Korrektion 
von 10°/o Zuschlag auf die erhaltenen Werte ist somit bei der 
Anwendung der Methode auf Harn allzu gering und miifte 
eher auf 20°/o gesetzt werden. (Betreffend die Einzelheiten 
bei der Umdestillation mit Wasserstoffsuperoxyd verweise ich 
auf das hier unter der Rubrik: «Die Einwirkung des Trauben- 
zuckers auf das Resultat der Destillation» angefiihrte.) 

Um indessen Material zur Beurteilung des Resultates der 
Anwendung der Shaffer-Marriottschen Methode auf den Harn 
zu erhalten, nahm ich folgende Versuche vor: 100 ccm normaler 
Harn mit 2 g chemisch reinem Traubenzucker versetzt, wurde 
mit 100 cem Bleiessig und 50 cem konzentriertem Ammoniak 
gefallt, auf 1000 ccm verdiinnt und nach 30 Minuten filtriert. 
800 ccm des Filtrates wurden in 4 gleiche Teile geteilt, mit 
gewissen Quantitéten B-Oxybutterséure (als Ca-Zn-Salz) ver- 
setzt und unter genauer Befolgung der Einzelheiten in der 
Shaffer-Marriottschen Vorschrift der Destillation unterzogen. 
Fiir die Oxydation wurde die von den Verfassern als die 
héchste angegebene Zeit, némlich 3 Stunden, angewendet. 

Nach Umdestillation mit Wasserstoffsuperoxyd und Natron- 
lauge erhielt ich folgende Resultate: 

1. Zugesetzte Menge B-Oxybuttersaure 27,13 mg, gefunden 21,50 mg, 
Ausbeute 79,2 %/o. 

2. Zugesetzle Menge B-Oxybuttersiure 27,13 mg, gefunden 22,49 mg, 
Ausbeute 82,9 °/o. 

3. Zugesetzte Menge B-Oxybuttersiure 54,27 mg, gefunden 42,31 mg, 
Ausbeute 79,9 °/o. 

4. Zugesetzte Menge B-Oxybutterséure 54,27 mg, gefunden 41,96 mg, 
Ausbeute 77,3 °/o. 

Wurde die Destillation tiber die angegebene Zeit fort- 
gesetzt, so erhielt man ein Destillat, das mit alkalischer Jod- 
l6sung unmittelbar eine kraftige Acetonreaktion gab, was 
bewies, dafi die Oxydation nicht vollstandig war, sondern dab 
noch unzerlegte $-Oxybuttersdéure in reichlicher Menge vor- 
handen war. Die Ausbeuten betragen im Mittel ungefahr 80°/o 
der theoretischen, die erhaltenen Werte sollten folglich um 
gegen 25°/o erhOht werden, um einigermafen richtig zu werden. 
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Die Ursachen des niederschlagenden Resultates bei der 
Anwendung der Shaffer-Marriottschen Methode auf Harn 
sind vor allem in der allzu kurzen Destillationszeit zu suchen. 
Bei Versuchen mit reinen £-Oxybutterséurelésungen fanden 
Shaffer-Marriott zwar nach 3!/:-stiindiger Destillation eine 
Ausbeute von 90—95°/o, die Titrationen wurden aber hier doch 
direkt im ersten Destillat ohne Umdestillation mit Wasserstoff- 
superoxyd ausgefiihrt. In der Vorschrift iiber die Anwendung 
der Methode auf den Harn wird indessen die obengenannte 
Umdestillation aufgefiihrt und die Zeit fiir die Oxydation will- 
kiirlich auf 2—3 Stunden beschrinkt, alles Umstande, die un- 
vorieilhaft auf das Resultat einwirken. Bei Anwendung der 
Methode auf den Harn kommt aufSerdem ein zu _ beriicksich- 
tigender Faktor hinzu, nimlich die Anhiufung von Ammonium- 
sulfat, die ihren Ursprung von der Vorbehandlung des Harns 
mit Bleiessig und Ammoniak herleitet. Das in der Destillations- 
fliissigkeit vorhandene Ammoniumsulfat vermindert und ver- 
zogert nimlich die oxydierende Fihigkeit des Chromates in 
einem bemerkenswerten Grade, ein Umstand, der aus den 
untenstehenden Versuchen direkt hervorgeht. 

54,27 mg B-Oxybuttersiure (als Ca-Zn-Salz) wurden mit 
600 ccm Wasser gemischt, mit 7 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure angesiiuert und unter Hinzutrépfelung von verdiinntem 
Kaliumdichromat 3 Stunden destilliert, wobei eine Gesamtmenge 
von 1 g Chromat angewendet wurde. Dieselben Mengen B-Oxy- 
butterséure wurden unter dhnlichen Verhaltnissen, bei Gegen- 
wart von aus 50 und 100 ccm 25°/oigem Ammoniak herge- 
stelltem Ammoniumsulfat, der Oxydation unterzogen. Bei der 
Bestimmung des Jodverbrauches in den erhaltenen Destillaten 
erhielt ich folgende Resultate: 


1. ohme BmBO, «.« «0 6 4 Jodverbrauch 21,6 ccm /10-Jod 
2. mit Am,SO, von 50 ccm H,N > 6,9 » > 
3. >»  <Am,SO, » 100 » H,N > 4,6 » > 


Der Unterschied im Jodverbrauch zwischen Probe 1 und 
den Proben 2 und 3 ist auffallend. In der Probe 3 war bei 
der Behandlung mit Jod und Alkali kein dem blofen Auge 
wahrnehmbarer Jodoformniederschlag zu beobachten. In der 
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Probe 2 war der Jodoformniederschlag sehr unbedeutend, 
wihrend in der Probe 1 sofort ein auferordentlich kraftiger 
Niederschlag entstand. Wurde die Destillation bei der Probe 
2 und 3 nach Zusatz von 10 ccm konzentrierter Schwefelsiaure, 
bezw. 1 g Chromat fortgesetzt, so zeigte sich, dal die Oxy- 
dation unmittelbar unter Bildung von Aceton in betrachtlicher 
Menge zustande kam. Die Gegenwart von Ammoniumsulfat 
vermindert folglich die Oxydationsfihigkeit des Chromates in 
einem wesentlichen Grade, seinem Einflu{ auf die Oxydations- 
faihigkeit des Chromates scheint man jedoch mitunter durch 
Erhoéhung der Chromatmenge selbst oder auch der Schwefel- 
siuremenge entgegenwirken zu kénnen. Die eigentliche Ur- 
sache der Einwirkung des Ammoniumsulfates ist ohne Zweifel 
in einer durch dieses verursachten Herabsetzung des Dissozia- 
tionsgrades der Schwefelsiure und des Chromats zu suchen. 

Als allgemeines Endurteil tiber die Shaffer- 
Mariottsche Methode zur Bestimmung der §-Oxy- 
buttersiure im Harn kann man somit feststellen, 
daf dieselbe ein unbefriedigendes Resultat liefert. 


3. Versuche mit grédferen Mengen Chromat und 
langerer Oxydationszeit. 


Da aus den vorhergehenden Versuchen teils hervor- 
gegangen ist, dai die vorgeschriebene Menge Kaliumdichromat 
bisweilen zu klein ist, und teils, da’ die Zeit fiir die Destil- 
lation zu knapp gewesen ist, machte ich Versuche mit 
0,25°/oiger Kaliumdichromatlésung, die wiéhrend der ganzen, 
auf 5—6 Stunden sich erstreckenden Destillation hinzutriufelte. 

Ein gewisses Quantum £-Oxybuttersiure wurde mit 
600 ccm Wasser verdiinnt, mit 7 ccm konzentrierter Schwefel- 
sdure angesiuert und unter Hinzufiigung von Chromat auf die 
angegebene Weise einer Oxydation unterzogen. 

Bei den ersten dieser Versuche wurde die gradweise 
stattfindende Oxydation der B-Oxybuttersiéure in Aceton durch 
Bestimmung des Jodverbrauchs des Destillats nach gewissen 
Zwischenzeiten untersucht. 
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1. 84,56 mg $-Oxybuttersdure (inaktiv) verbrauchten 
nach 2 Stunden Destillation . .. . 20,4 ccm ®/10-Jod 
>»  weiteren 2 Stunden Destillation 22,2 » » 
>» einer weiteren Stunde Destillation 0,9 » > 


Sa. 46,8ccm n'o-Jod od. 96°)» Ausbeute. 
2. 84,56 mg B-Oxybutterséure (inaktiv) verbrauchten 





nach 3 Stunden Destillation. . . . 43,2 ccm ®/10-Jod 
>» einer weiteren Stunde Destillat. 2,4 ccm » 
> ” > » >» mn 0,5 + » 





Sa. 46,1 com ®/10-Jod od. 94,5 °/o Ausbeute. 

3. 84,56 mg B-Oxybuttersdure (inaktiv) verbrauchten 
nach 3 Stunden Destillation. . . . 40,8 ccm ®/10-Jod 

>»  weiteren 2 Stunden Destillation 5,5 »— a 
Sa. 46,3 com 9/10-Jod od. 95°/o Ausbeute. 

Der gréfere Teil der B-Oxybuttersiure zersetzt sich 
somit nach etwa dreistiindiger Destillation. Die letzten Spuren 
der B-Oxybuttersiure scheinen dagegen eine recht grofe Wider- 
standskraft gegen das Oxydationsmittel zu besitzen und fordern 
folglich eine verhiltnismaBig langere Einwirkungszeit. In den 
Tabellen II und III sind die Resultate dieser Untersuchung im 
Detail zusammengefiihrt. 

Wie aus der Tabelle Il hervorgeht, erhalt man nach 
5—6stiindiger Destillation ein Destillat, das ein 93,6—96°/o 
der bei den Versuchen angewendeten Menge £-Oxybutterséure 
entsprechendes Quantum Jod oder im Mittel fiir 9 Bestimmungen 
95°/o verbraucht. Bei den Proben 1—5 wurde eine inaktive syn- 
thetische B-Oxybuttersaéure angewendet, wahrend in den Proben 
6—9 ein Ca-Zn-Salz einer aus Harn dargestellten levogyren 
Saure zur Anwendung kam. Die Destillation geschah unter kraf- 
tigem Kochen, und die verbrauchte Gesamtmenge 0,25 °/oiges 
Kaliumdichromat betrug iiber einen Liter, einer Menge von 
zwischen 2—3g festem Chromat entsprechend. Nach der ange- 
gebenen Zeit wurde die Destillation zum Zwecke der Erhaltung 
eines neuen, fiir die Untersuchung auf Aceton nach Frommer- . 
Engfeldt bestimmten Destillates fortgesetzt. Dieses Destillat, 
das natiirlich besonders aufgesammelt wurde, gab bei der Unter- . 
suchung eine sehr unbedeutende Reaktion fiir Aceton, die, der } 
Farbenstirke nach zu urteilen, héchstens einige Hundertstel mg 
auf 100 ccm gerechnet, betrug. Daf die bei den Versuchen 
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Tabelle II. 
fn ere 
| Destillat 
-Oxy- |————_— nnn , 
pater, | Zit] goq. | Bere. aes 
Nr. | fiir die =o Aus- From- 
*. : -Uxv- 
sdure Destilla- verbrauch eid — : mere 
tion saure wh a 
| n/ro-J bei fort- 
mg | Stunden ccm mg %/o ges. Dest. 
1 |84,56(d-1-)) 5 46,8 81,15 96 0-Spur 
2 |8456( >) 5 46,1 79,94 94,5 > 
3 |84,56( >) 5,5 46,3 80,28 95 > 
4 |8456(>)| 6 46,6 80,80 95,5 , 
5 |84,56( >) 55 46,3 80,28 95 . 
6 |67,09(1-)| 5 37,0 64,16 95,6 ' 
7 |67,09( >) 6 36,5 63,29 94.3 ; 
8 |67,09(>) 6 36,2 62,77 93,6 > 
9 |67,09(>)| 6 36,8 63,81 | 95,1 ; 














angewandte £-Oxybutterséure praktisch vollstandig verbraucht 
war, ging auch daraus hervor, dai bei einer ausgedehnten 
Destillation keine jodometrisch meBbare Menge Aceton in dem 
auf die angedeutete Weise erhaltenen Destillat nachweisbar war. 


Tabelle III. 

















Dest. I, nach 6 stiindiger Dest. II, nach Redestilla- 
Destillation tion mit NaOH +- H,0O, 
p-Oxy- : ag an ae ain 
_ |Berechn. Lies Berechn. 
Nr. butter- | Jodver- Menge | Aus- — Jodver- Menge | Aus- 
x - Oxy- - Oxy- 
sdure | brauch en 4 — ea g brauch : aa, en 
N/10-J sdure fortges.| /10-J. — 
mg ccm mg Jo Dest. ccm mg %o 
1 | 671 | 36 | 624 | 93 0 3,4 | 5,89 | 87,9 
2 16,77 9,1 15,78 | 94,1 | 0-Spur 8,4 14,56 | 869 
3 33,54 17,8 30,86 | 92 > 16,4 29,30 | 87,0 
4 67,09 36,8 63,81 | 95,1 | Spur 35,2 61,04 | 90,9 
5 67,09 36,2 62,77 | 93,6 > 34,7 60,17 | 89,7 
6 | 67,09 | 36,5 | 63,29 | 943 > 34,8 | 60,34 | 89,9 
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In der Tabelle III ist eine Anzahl Analysen angefiihrt, 
die auf dieselbe Weise wie die vorhergehenden Analysen 
ausgefiihrt worden sind, jedoch mit dem Unterschiede, da 
das zuerst erhaltene Destillat mit Wasserstoffsuperoxyd in 
alkalischer LO6sung umdestilliert worden ist. Der Jodverbrauch 
der ersten Destillate entspricht im Mittel einer Ausbeute von 
etwa 94°/o, wiihrend die nach der Umdestillation erhaltenen 
im Durchschnitt etwa 89°/o der theoretisch berechneten Menge 
verbrauchten. Auch hier tritt somit die schon im Vorher- 
gehenden betonte Verminderung der Ausbeuten nach der 
Umdestillation mit Alkalisuperoxyd hervor. Als Resultat dieser 
Untersuchung geht also hervor, dafi eine Erhohung der Chromat- 
menge von der von Shaffer-Marriott angegebenen Menge 
von 0,5 g auf 2—3 g fiir jede Destillation die Ausbeute bei 
der Oxydation reiner B-Oxybutterséiure nicht vermindert, 
die Erhéhung der Chromatmenge aber anderseits die Oxy- 
dation in keinem nennenswerten Grade zu_beschleunigen 
scheint. Zur vollstindigen Zersetzung aller B-Oxybutterséure 
scheint eine Destillationszeit von 5—6 Stunden erforderlich 
zu sein. Bei der Oxydation bilden sich auSer dem Aceton 
auch reduzierende, mit dem Alkalisuperoxyd entfernbare Sub- 
stanzen, und die Ausbeute betrigt ungefihr 90°/o. 


4. Die Einwirkung des Traubenzuckers auf das Re- 
sultat bei der Oxydation. 


Vorproben mit Traubenzucker und Schwefelsiéure. 


1 g Traubenzucker, chemisch rein, Kahlbaum, wurde 
in 600 ccm Wasser gelést, mit 15 cem konzentrierter Schwefel- 
siiure angesduert und unter Hinzutr6pfeln von Wasser destilliert. 
Nach dreistiindiger Destillation wurde das erhaltene Destillat 
auf folgende Substanzen und Eigenschaften untersucht. 


Reduzierende Substanz : O-Spuren (Alkali-ammoniak. Silber) 
Jodoformbildende > : O (Lieben) 
Aceton : O-Spuren? (Frommer-Engfeldt) 
Jodverbrauch nach Messinger direkt : 0,8 ccm 2/10-Jod 

2 , nach Umdestillation mit NaOH 


-+- H,0, : 0,05 ccm /10-Jod. 
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Bei der Destillation des Traubenzuckers in schwefelsaurer 
Loésung bilden sich folglich jodverbrauchende Substanzen in 
geringer Menge. Diese Substanzen bestehen jedoch kaum aus 
Aceton und werden durch Umdestillation mit Alkalisuperoxyd 
beinahe volistiindig entfernt. 


Oxydationsversuche mit Traubenzucker. 


Ein gewisses Quantum Traubenzucker wurde in 600 ccm 
Wasser gelést, mit 15 ccm konzentrierter Schwefelsdure ange- 
siuert und unter Hinzutréufeln von 0,5—1°/oigem Kalium- 
dichromat 3—5 Stunden destilliert. Die Destillate wurden teils 
direkt auf reduzierende Substanz, jodoformbildende Substanz, 
Aceton und Jodverbrauch sowie teils nach Umdestillation 
mit NaOH + H,0, auf Jodverbrauch und Aceton untersucht. 



































Tabelle IV. 
| — = —_ = 

| Die Dest. II, nach 
Trau-| Zeit | Kon- Destillat I (direkt) Redestillat. m. 
der | zentr. NaOH -+- H,0, 
ben- der Ka- l _< tht Se, 

Nr. es a liumdi-| Redu-| Jodo- — — 
zucker| Sulla-| chro- | zier. | form- ‘ : 
tion |matlsg.) Sub- |bild.Sub- Aceton penis Aceton rey 

g 0/5 stanz} stanz aaa one 

1 0,05 3 0,5 | Spur 0 Spur ? | 0,50 |Spur?/ 0,20 
2 0,25 0,5 “f+ 0 Spur 2,20 | Spur | 0,40 
3 1,00 3 1 + |-+- achwach > 14,6 -{. 0,50 
4 5,00 3 1 “fh > + schwach | 17,2 -{- 0,80 
5 2,00 5 1 ote > > 33,2 +t. 1,00 
































Die in Tabelle [V zusammengefiihrten Resultate zeigen, 
daB sich bei der Oxydation betrachtliche Mengen jodverbrau- 
chende Substanzen bilden. Welches diese Substanzen sind, 
ist nicht der Gegenstand einer eingehenderen Untersuchung 
gewesen. Mit Hilfe der Frommer-Engfeldtschen Probe ist 
indessen die Gegenwart von Aceton in minimalen Mengen fest- 
gestellt worden. Der schwache Ausschlag fiir die Liebensche 
Jodoformprobe — jedoch griBer, als daB er ganz dem anwe- 
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senden Aceton zuzuschreiben ist — deutet wenigstens nicht 
auf eine gréBere Menge Acetaldehyd hin, und wahrscheinlich 
handelt es sich um Ameisensdéure. Mége dem indessen sein, 
wie ihm wolle, sicher ist, daf die bei der Destillation gebildeten 
Substanzen stark reduzierend und zum allergroften Teil durch 
eine Umdestillation mit Natronlauge und Wasserstoffsuperoxyd 
zu entfernen sind. Der letztere Umstand ist bemerkenswert, 
da Embden-Schmitz in dieser Beziehung zu einer entgegen- 
gesetzten Erfahrung gekommen sind, und Shaffer selbst in 
seiner letzten Untersuchung unter Aufgabe seiner ersten Ansicht 
die Richtigkeit des von Embden-Schmitz erhaltenen Resul- 
tates zugestanden hat. Diese Widerspriiche sind indessen mehr 
scheinbar als wirklich und lassen sich durch die Annahme, 
daf die ebengenannten Verfasser eine in dem angewandten 
Wasserstoffsuperoxyd gewohnliche und auf das Resultat einwir- 
kendeVerunreinigung tibersehen haben, erkléren. Das im Handel 
vorkommende verdiinnte 3°/oige Wasserstoffsuperoxyd ist be- 
kanntlich der Haltbarkeit wegen mit kleinen Mengen gewisser 
Anilide (Antifebrin, Phenacetin u. a.) versetzt. Bei der Destil- 
lation mit Alkali werden diese Substanzen einer partiellen 
Zersetzung unterworfen, destillieren tiber (Anilin?) und ver- 
brauchen bei der Behandlung mit Jod und Alkalihydrat gewisse 
Mengen Jod. Das einzige von mir geprifte Praparat, das diese 
stjrende Verunreinigung nicht enthalt und sich fiir den vor- 
liegenden Zweck brauchbar erwiesen hat, war Mercks 
30°/oiges Perhydrol. Da auch bei der Destillation selbst 
eine gewisse Vorsicht zu beobachten ist, so dai unzersetztes 
Wasserstoffsuperoxyd nicht tiberdestilliert, verdient vielleicht 
auch hervorgehoben zu werden. Das Wasserstoffsuperoxyd 
wirkt naimlich in einem hohen Grade stérend auf die Jod- 
titrierung ein. Behandelt man ein solches wasserstoffsuper- 
oxydhaltiges Destillat mit Alkalihydrat und Jod, so entsteht 
eine lebhafte Sauerstoffgasentwicklung unter _ gleichzeitiger 
Reduktion des Hypojodits in Jodid, wobei die gelbe Farbe der 
Lésung verschwindet. 

H,O + KJ + KOJ, 

KJ +- H,O + 0O,. 


1. 2KOH + J, 
2. KJO + H,0, 


ll il 
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Je nach dem Wasserstoffsuperoxydgehalt findet ein gréBerer 
oder kleinerer Verbrauch des auf Aceton wirksamen Hypojodits 
statt, was sich nach Ansiuerung durch Verlust an Jod bei 
Titrierung mit Thiosulfat zu erkennen gibt. Finden sich so 
grofe Mengen Wasserstoffsuperoxyd im Destillat, daB noch nach 
Verbrauch alles Hyperjodits Wasserstoffsuperoxyd im Uberschuf 
vorhanden ist, so wird anderseits nach dem Ansauern Jod aus 
dem vorhandenen Jodid frei: 

2KJ + H,O, -+ H,SO, = J, + K,SO, + 2H,0. 


Als Endresultat bei der Jodtitrierung kann man somit bei 
der Anwesenheit von Wasserstoffsuperoxyd sowohl Verlust wie 
Uberschu8 an Jod mit all den zwischen diesen iiufersten Grenzen 
liegenden Méglichkeiten von Wechselwerten erhalten. Eine 
Verunreinigung des Destillats mit Wasserstoffsuperoxyd mu 
somit als sehr gefiihrlich und das Resultat stérend betrachtet 
werden. Eine volistindige Zersetzung des angewandten Wasser- 
stoffsuperoxyds ohne Uberdestillation scheint stattzufinden, wenn 
die alkalische Mischung erst sehr vorsichtig auf etwa 80° er- 
warmt und dann etwa !/2 Stunde bei dieser Temperatur erhalten 
wird, wonach die Warme erhodht wrid, bis die Destillation in 
Gang kommt. Bei den von mir hier und anderswo ausge- 
fiihrten Destillationen wurde ein solches Quantum Natronlauge 
verwendet, dafi die Mischung eine Konzentration von 1 °/o 
hatte, und in bezug auf das Wasserstoffsuperoxyd je nach den 
Umstanden 5—20 cem verdiinntes (3°/oiges) Perhydrol fiir jede 
Destillation anwesend waren. Als Resultat der obigen Unter- 
suchung geht somit hervor, daB bei der Destillation von 
Traubenzucker mit Chromatschwefelsiure grobe Men- 
gen jodverbrauchende fliichtige Substanzen sich bil- 
den, daf diese aber doch zum allergroften Teil durch 
Umdestillation mit Alkalisuperoxyd zu entfernen sind. 
Von mehr theoretischem Interesse dirfte sein, daB 
bei der Oxydation eine Acetonbildung in minimalen 
Mengen mOglich zu sein scheint. 


Von einem gewissen Interesse diirfte auch das Resultat bei der 
Oxydation des Fruchtzuckers sein. 2 g Fruchtzucker gaben nach 3stiin- 
diger Oxydation ein Destillat, das nicht weniger als 55 ccm ®/10-Jod ver- 
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brauchte, eine auBerordentlich kraftige Acetonreaktion nach Frommer- 
Engfeldt und auch eine kraftige Jodoformreaktion nach Lieben gab. 
Nach der Umdestillation mit Alkalisuperoxyd verbrauchte das Destillat 
5,2 cem /10-Jod und zeigte anhaltend kraftige Acetonreaktionen. Bei der 
Oxydation von Fruktose bilden sich somit bedeutend gréSere Mengen 
Aceton als bei der Oxydation von Glykose, wo die Acetonbildung eine 
minimale und nur eben noch nachweisbare ist. In dem verschiedenen 
Charakter der Fruktose und Glykose als Keton bezw. Aldehyd haben wir 
wahrscheinlich den Erklarungsgrund fiir die Verschiedenheit bei der Oxy- 
dation zu suchen. Es scheint niéimlich ganz wahrscheinlich, daB das 
Aceton, das selbst ein Keton ist, sich leichter aus einer Ketose als aus 
einer Aldose bildet. Unter der Voraussetzung, daB die Frommersche 
Probe mit keinem anderen fliichtigen Kérper als mit Aceton Rotfarbung 
gibt, wire somit eine Acetonbildung der Kohlenhydrate in vitro bewiesen 
und folglich im Organismus nicht undenkbar, wenn auch, anderen Ver- © 
haltnissen nach zu urteilen, wenig wahrscheinlich. 


5. Die Fallbarkeit des Traubenzuckers in ammonia- 
kalischer Losung. 


Zum Zweck der Entfernung des im Harn vorkommenden 
Traubenzuckers und anderer Substanzen schligt Shaffer eine 
Vorbehandlung mit Bleiessig und Ammoniak vor. Es ist zwar 
eben bewiesen worden, daf sich bei der Oxydation von Trauben- 
zucker in Wirklichkeit nur solche Substanzen bilden, die ohne 
Schwierigkeit mit Alkalisuperoxyd zum gr6ften Teil entfernt 
werden kiénnen, die Anwesenheit des Traubenzuckers ist aber 
doch insofern ein Ubelstand, da8 die notwendige Chromatmenge 
sich infolge der grofen Reduktionsfahigkeit des Zuckers nur 
mit Schwierigkeit im voraus berechnen und regeln 1aBt. 

Zur Fillung wendet Shaffer einen nach der Vorschrift 
der amerikanischen Pharmakop6ée') hergestellten Bleiessig und 
konzentriertes Ammoniak?) an. Nach der gegebenen Vorschrift 
soll zu jedem Volumen Harn im allgemeinen dasselbe Volumen 


‘) 180 g Bleiacetat, 110 g Bleioxyd, etwas Wasser werden im Wasser- 
bad erhitzt, bis das Bleioxyd umgesetzt ist, worauf die Mischung mit 
Wasser (etwa 1000 g) auf ein Eigengewicht von 1,235 bei 25° C. ver- 
diinnt wird. 

*) Auch auf die Beschaffenheit des Ammoniaks hat man seine Auf- 
merksamkeit zu richten. Nach einer von mir gleichzeitig mit dieser Arbeit 
ausgefiihrten und in der Svensk. Farm. Tidskrift Nr. 14 u. 15 (1916) ver- 
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Bleiessig und das halbe Volumen Ammoniak genommen werden. 
Bei geringem (oder keinem) Zuckergehalt kénnen diese Mengen 
jedoch auf die Hialfte beschriinkt werden. 

Um zu ermitteln, ob die vorgeschlagenen Quantitiaten der 
Fallungsmittel die geeigneten sind, habe ich eine Serie Unter- 
suchungen teils mit reiner Traubenzuckerlésung und mit 
normalem Harn und teils mit mit Traubenzucker versetztem Harn 
ausgefiihrt. Auf die Einzelheiten bei allen diesen Versuchen 
einzugehen, halte ich indessen nicht fiir nétig, sondern will 
nur in kurzem die Prinzipien angeben, nach denen ich gear- 
beitet habe. Von Bleiessig und Ammoniak wurden fiir ein 
gewisses Volumen Traubenzuckerlosung oder Harn steigende 
Quantitaéten nicht nur in den Verhaltnissen 2 -++- 1, sondern 
auch in anderen angewendet. Hierauf wurden die Filtrate 
teils auf das Vorkommen von Fallungsmitteln in Uberschuf 
und teils auf die reduzierende Fahigkeit [mit Fehlingscher 
Lésung] untersucht. Als Resultat der Versuche hat sich 
ergeben, dafi die von Shatfer vorgeschlagene Proportion 
zwischen dem Bleiessig und dem Ammoniak von 2 -+ 1 
die geeignete war. Dagegen habe ich die von Shaffer ange- 
gebene Menge Fiillungsmittel — Maximum ein gleiches Vo- 
lumen Harn und Bleiessig — im allgemeinen als zu klein ge- 
funden. Fir die vollstandige Faillung normalen Harns hat 
sich zwar ein ungefiéhr gleiches Volumen Bleiessig als _hin- 
reichend gezeigt, bei der Bearbeitung zuckerhaltigen Harns 
ist aber, wenn der Zweck der Behandlung erreicht werden 
soll, eine viel grdfere Menge von Fiallungsmitteln erforderlich. 
So fordert 1 g Traubenzucker in Wasserlisung zur voll- 
stindigen Fillung 20—25 cem Bleiessig und folglich brauchten 
25 ccm eines mit 4°/o Zucker versetzten Harns eine berechnete 
Menge von 45—50 cem Bleiessig. Auch wenn ein patho- 
logischer, 4°/o Zucker enthaltender Harn mit einer etwas 


Offentlichten Untersuchung ist das im Handel vorkommende Ammoniak 
selten vollstindig frei von Aceton. Die Acetonmenge wechselt 
bedeutend und scheint in einem gewissen direkten proportionellen Ver- 
haltnis zur Menge der iibrigen als Verunreinigung vorkommenden «Teer- 
produkte> zu stehen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. IC. 14 
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geringeren Quantitaét Bleiessig als die ebengenannte gefallt 
werden kénnte, diirfte gleichwohl die Vorsicht gebieten, da’ 
die Bleiessigmenge nach den obenstehenden Griinden be- 
rechnet wird. 

Was die fiir die Fallung notige Zeit betrifft, so zeigten 
die fiir die Beantwortung dieser Frage ausgefiihrten Versuche 
solehe Schwankungen in den Resultaten, daf ich nicht ohne 
Zogern die Verdffentlichung derselben vornehme. Zweifellos 
ist die Ursache der angedeuteten UnregelmaBbigkeiten in dem 
Verhaltnis zu suchen, daf der entstandene Niederschlag zu- 
weilen eine gréfere oder geringere Geneigtheit zeigte, in 
Kolloidalform tiberzugehen. Hierdurch wurde die Mischung oft 
iiuBerst schwer und langsam filtrierbar. Das erhaltene Filtrat 
war oder wurde in kurzem opalisierend und besaf bei der 
Untersuchung mit Fehlings Losung fortdauernd reduzierende 
Eigenschaften. Dieser Ubelstand machte sich in einem be- 
sonders hohen Grade geltend, wenn die Fallung bei einer 
unter 15° C. liegenden Temperatur ausgefiihrt wurde; aber 
auch wenn die Fallung bei einer héheren Temperatur aus- 
gefiihrt und die Zeit vor der Filtrierung auf 24 Stunden aus- 
gedehnt wurde, zeigte das Filtrat die obenerwahnten redu- 
zierenden Eigenschaften in einem hodheren oder niedrigeren 
Grade und setzte gewohnlich nach 12—24 Stunden Verwah- 
rung erneuten Niederschlag ab. 

Ich nahm verschiedene Versuche vor, um mdglichst einen 
vollstindigen Niederschlag unmittelbar zustande zu bekommen. 
So versuchte ich einen Zusatz von verdiinnter Kisenchlorid- 
losung in der Hoffnung, daB das entstandene Eisenhydrat das 
kolloidale Bleisaccharat mit sich reifen wiirde, jedoch ohne 
einen nennenswerten Erfolg. Dagegen zeigte sich ein Zusatz 
von Alaunlésung recht vorteilhaft, obgleich das erhaltene Fil- 
trat nach einiger Zeit auch hier Neigung zeigte, erneuten Nie- 
derschlag abzusetzen. Als Resultat dieser Versuche ergibt sich 
doch, daf das letzte Verfahren das zuverlassigste Resultat gibt. 
Der Sicherheit wegen wurde das Filtrat nach 12—24 Stunden 
Verwahrung unfiltriert, falls es nach der genannten Zeit einen 
Niederschlag abgetzt hatte oder sich als nicht vollstandig klar 
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erwies. Diese Filtrierung ist, wenn die LOsung vorsichtig ohne 
Umschiitteln direkt auf dem Filtrum dekantiert wird, in einigen 
Minuten bewerkstelligt. 

1 g Traubenzucker, 150 cem Wasser, 25 cem Bleiessig, 
12,5 ccm 25 °/oiges Ammoniak und 5 cem 10°/oige Alaunlésung 
wurden umgeschiittelt und mit Wasser auf 250 cem verdiinnt 
und nach 15 Minuten filtriert. Das erhaltene Filtrat wurde 
dann tiber Nacht in Ruhe gelassen und hierauf durch ein Fil- 
trum vorsichtig dekantiert. Das auf diese Weise erhaltene 
volistindig klare Filtrat wurde nach Rupp-Lehmann’) auf 
die Menge reduzierende Substanz untersucht, und es ergab 
sich, dafi diese auf 125 cem eine mit 1,5 ccm ®/10-Na,S,Q0, 
aiquivalente Menge Glykose, oder 5—6 mg, betrug. Bei der 
Destillation des Filtrates in schwefelsauer Losung mit 0,5°/oigem 
Kaliumdichromat wihrend 3 Stunden erhielt ich ein Destillat, 
das 0,70—0,80 ccm ®/10-Jod bei direkter Titrierung, und nach 
der Umdestillation mit Natronlauge und Wasserstoffsuperoxyd 
0,10—0,15 cem "/10-Jod, also sehr unbedeutende Quantititaten, 
verbrauchte. 

Bei der Fallung zuckerhatigen Harns diirfte folgender 
Berechnungsgrund anzuwenden sein. 

Auf je 1 ccm Harn nehme man 1 cem Bleiessig 
(Pharm. U.S A.) und auferdem fiir je ein im Harn be- 
findliches Gramm Traubenzucker weitere 25 ccm Blei- 
essig sowie von Ammoniak (25°/o) ein dem halben Vo- 
lumen der ganzen angewendeten Bleiessigmenge ent- 
sprechendes Volumen. AufSerdem setze man auf je 
100 ccm Bleiessig 20 cem 10°%/oige Alaunlésung hinzu, 
worauf man die Mischung mit Wasser auf ein be- 
stimmtes Volumen verdiinnt, umschiittelt und nach 
15—30 Minuten filtriert. Das Filtrat soll iiber Nacht 
stehen, worauf ein gewisser Teil desselben vor- 
sichtig durch ein Filtrum dekantiert wird. 





} Rupp-Lehmann, Apoth.-Zeitg., Bd. 24, S. 73 (1909). 
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6. Untersuchung normalen Harns mit und ohne Zusatz 
von Traubenzucker. 


25—100 ccm Harn mit oder ohne Zusatz von Trauben- 
zucker wurden mit Bleiessig, Ammoniak und Alaun in dem 
oben angegebenen Verhiiltnis gefillt, mit Wasser auf 500 ccm 
verdiinnt und nach 15—30 Minuten filtriert, tiber Nacht ver- 
wahrt und durch ein Filtrum dekantiert, bis man etwa 250 ccm 
volistandig klares Filtrat erhalten hatte. 250 ccm des Filtrats 
wurden neutralisiert und mit einem UberschuB von etwa 7 ccm 
konzentrierter Schwefelsaiure versetzt, mit Wasser auf 600 ccm 
verdiinnt und etwa 20 Minuten der Destillation unterworfen. 
(Tabelle V.) Hierauf wurde die Destillation unter Hinzu- 
trépfeln von 0,25 °/oigem Kaliumdichromat (unter Beibehaltung 
des ungefahren urspringlichen Volumens) 5 Stunden fort- 
gesetzt (Dest. B.), die Destillation zur Erhaltung einer geringeren 
Menge neuen Destillates eine kiirzere Zeit fortgesetzt (Dest. C.) 
und schlieBlich das Dest. B. mit Natronlauge und Wasserstoffsuper- 
oxyd umdestilliert (Dest. D.). Dieverschiedenen Destillate wurden 
auf reduzierendeSubstanzen (Alkali-ammoniakal. Silber), Phenole 
(Millons Reagens), Aceton(Frommer-Engfeldt), Jodverbrauch 
(Messinger) untersucht. Das Dest. A. enthielt, wie erwartet, 
auBer Aceton auch reduzierende Substanzen und Phenole und 
folglich repriisentiert der Jodverbrauch sémtliche dieser KOrper. 
Derselbe betriigt mindestens 0,65 ccm und hochstens 1,5 ccm mit 
ungefihr 0,9 ccm als Durchschnitt fiir 8 Bestimmungen, alles auf 
100ccm Harn berechnet. Als Resultat einer auf kolorimetrischem 
Wege ausgefiihrten Untersuchung!) ist hervorgegangen, daB der 
normale Acetongehalt im Harn eine so geringe Menge ausmacht, 
dafi von diesen 0,9 ccm nur 0,2—0,3 als durch Aceton ver- 
braucht betrachtet werden kénnen. Fitir gewodhnliche Be- 
stimmungen des Acetongehaltes im Harn kann dieser jedoch 
ohne Ungelegenheit direkt aus dem Jodverbrauch berechnet 
werden, denn jene 0,6—0,7 ccm ®/10-Jod, womit die Werte 
fiir den Acetongehalt sich vermehren, kinnen, falls es sich 
nicht um Analysen handelt, bei denen aus besonderen Griinden 


') Engfeldt, Berlin. Klin. Wochenschr., Nr. 31, 1915. 
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eine besonders grofe Genauigkeit erforderlich ist, ruhig mit- 
berechnet werden. Shaffers Vorschlag, die Phenole und die 
reduzierenden Substanzen durch eine Umdestillation mit Natron- 
lauge zu entfernen, ist zwar als ziemlich effektiv'!) zu be- 
trachten, anderseits scheint aber der praktische Vorteil der 
Anwendung des Vorschlages im grofen ganzen ein geringer 
oder gar keiner zu sein. 

Das Dest. B. enthalt sowohl reduzierende Substanzen wie 
Aceton. Woher das Aceton stammt, laBt sich fir den Augen- 
blick nicht mit absoluter Bestimmtheit sagen, es sieht jedoch 
nicht so unwahrscheinlich aus, daf es durch im Harn normal 
vorkommende kleine Mengen £-Oxybuttersaéure gebildet wird. 
Der Jodverbrauch des Destillates betrigt mindestens 6,1 und 
héchstens 7,4 ccm "/10-Jod, mit im Durchschnitt 6,7 cem fiir 
8 Bestimmungen. Nach der Umdestillation mit Alkalisuperoxyd 
sinkt indessen der Jodverbrauch auf 2,2, 3,6 und 2,9 ccm, 
entsprechend 3,81, 6,24 und 5,07 mg £-Oxybutterséure auf 
100 cem Harn. Setzt man die Destillation mit Chromat- 
schwefelsdure iiber die 5 Stunden fort, so erhalt man indessen 
ein Destillat, das andauernd einen zwar schwachen, aber doch 
wahrnehmbaren positiven Ausschlag fiir Aceton nach Frommer- 
Engfeldt gibt. Wa&ahrend der 5 Stunden langen Oxydation 
wird folglich nicht alle im Harn befindliche acetonbildende 
Substanz vollstiindig verbraucht. Beriicksichtigen wir auberdem, 
dali die Oxydation an sich nicht vollstandig quantitativ ver- 
liuft, so kénnten wir daraus den SchluB ziehen, dab, falls 
das Aceton ausschlieBlich von der 8-Oxybuttersdure herriihrt, 
die Menge dieser Saéure Quantitaéten betragen sollte, die die 
hier erhaltenen Werte in Wirklichkeit in einem hodheren oder 
geringeren Grade iibersteigen. Eine spitere, weiterhin zu be- 
handelnde Untersuchung hat naémlich Werte der B-Oxybutter- 
siiure als Resultat gegeben, die nahezu das Doppelte der hier 
erhaltenen betragen. 

Shaffer-Marriott haben eine &hnliche Untersuchung 
mit einem in gewissen Beziehungen von den von mir erhal- 
tenen recht bedeutend abweichenden Resultat ausgefiihrt. 


‘) Samtliche reduzierende Substanzen werden jedoch nicht entfernt. 
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Normaler Harn teils ohne und teils mit 3°/o Trauben- 
zucker wurde nach der Fillung mit Bleiessig und Ammoniak 
der Destillation unter Hinzutréiufeln von Kaliumdichromat 
unterworfen, und dann der Jodverbrauch in den Destillaten 
bestimmt. Derselbe betrug, ohne nennenswerte Schwankungen, 
3 cem ®/10-Jod, auf 100 ccm Harn gerechnet, somit ungefihr 
die Halfte meiner Werte. Da ich indessen bei der Oxydation 
5 Stunden, Shaffer-Marriott aber wahrscheinlich nur 3!/2 
angewendet haben, so kann diese Verschiedenheit in der Aus- 
fiihrung der Bestimmungen sehr wohl die Abweichungen in 
den Resultaten erklaren. Bemerkenswert ist indessen, daB 
Shaffer-Marriott nach der — nur mit den von zuckerhal- 
tigem Harn erhaltenen Destillaten ausgefiihrten — Umdestil- 
lation mit Natronlauge und Wasserstoffsuperoxyd Werte fiir 
den Jodverbrauch gefunden haben, die eher auf eine Zu- 
nahme als auf eine Abnahme desselben hindeuten. Bei 
meinen Versuchen ist indessen der Jodverbrauch nach der 
Umdestillation konstant auf ungefiihr die Hilfte gesunken. Ich 
wage hier, wie bei dhnlichen vorher beschriebenen Fallen die 
Annahme, dafi die Ursache der hohen Werte Shaffer-Mar- 
riotts Verunreinigungen in dem verwandten Wasserstoffsuper- 
oxyd zuzuschreiben sind. 


B. Versuche zur Erzielung einer quantitativen Ausbeute durch 
Detailveranderungen der Shaffer-Marriottschen Methode. 


Schon im Vorhergehenden habe ich betont, daB Cooke 
und Gorslin (I. c.) gewisse Abanderungen der Shafferschen 
Methode fiir die Bestimmung der £-Oxybuttersiiture im Harn 
vorgeschlagen haben, die nach den Verfassern vorteilhaft auf 
die Resultate einwirken. Analysen, die beweisen, daf eine 
quantitative Ausbeute erzielt worden ist, werden jedoch nicht 
angefiihrt. Die vorgeschlagenen Abianderungen erscheinen im 
groBen ganzen bedeutungslos, inwiefern sie nicht, wie z. B. 
die Beschrinkung der Chromatmenge, uns eher eine Ver- 
minderung der Ausbeute vermuten lassen. 








202 N. O. Engfeldt, 


Folin und Denis!) haben bei einer von ihnen vor- 
geschlagenen nephelometrischen Methode zur Bestimmung des 
Acetons und der f-Oxybutterséure im Harn mit sehr geringen 
Quantitéten B-Oxybuttersaure gearbeitet und dabei gefunden, 
daf unter gewissen, genau angegebenen Bedingungen eine 
quantitative Ausbeute in Aceton stattfindet. Die Verf. haben 
bei der Ausarbeitung ihrer Methode als Material ein von 
Shaffer erhaltenes reines Ca-Zn-Salz angewendet und ge- 
funden, da’ es nicht nétig ist, das Chromat in Gemiéfheit der 
Shafferschen Vorschrift allmahlich hinzuzusetzen, sondern daB 
ein Zusatz auf einmal ohne Gefahr stattfinden kann. Fiir die 
Bestimmung der B-Oxybuttersaure im Harn geben sie die folgende 
Vorschrift. Ein Quantum verdiinnter, eine berechnete Gesamt- 
menge von 2—4 mg B-Oxybuttersaure enthaltender Harn wird mit 
200 ccm Wasser und 5 cem 10°/oiger Schwefelséure gemischt, 
diese Mischung wird dann 10 Minuten gekocht, so daf das 
vorhandene Aceton und die Acetessigséure entfernt werden. 
Die Mischung wird hierauf auf einmal mit 25 cem einer 2°/o 
Kaliumdichromat und 35°/o Schwefelséure enthaltenden Lésung 
versetzt und 40—60 Min. einer vorsichtigen Destillation unter- 
worfen. Zur Vermeidung von Acetonverlust wahrend der 
Destillation soll die Mischung nach Vorschrift der Verf. schnell 
bis zum Kochpunkt erhitzt und die Flamme dann so vermin- 
dert werden, dafi die Destillation beinahe aufhort. Diese vor- 
sichtige Erhitzung wird ungefihr 40 Minuten lang fortgesetzt, 
die Flamme dann von neuem vermehrt und die Mischung 
ungefihr 15 Minuten lang einer kraftigen Destillation unter- 
worfen. Nicht mehr als 80—125 ccm Destillat diirfen in der 
angegebenen Zeit tibergehen. Das Destillat wird in einem un- 
gefiihr 75—100 ccm kaltes Wasser enthaltenden Kjeldahl- 
Kolben aufgesammelt. Wéahrend der Destillation soll die Spitze 
des Kiihlers, zur Vermeidung von Acetonverlust, unter die 
Oberfliche des Wassers in der Vorlage reichen. Dem Destillat 
werden einige Gramm Natriumsuperoxyd beigesetzt und die 
Destillation wird erneuert, bis ungefahr 80 ccm iberdestilliert 
haben. Eine vorhergehende Fallung des Harns mit Bleiessig 


') Folin und Denis, Journ. of biol. Chem., Bd. 18, S. 268 (1914). 
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haben die Verf. fiir unnétig gefunden, da die von dem even- 
tuell anwesenden Zucker gebildete jodverbrauchende Substanz 
bei der Umdestillation vollstaindig entfernt wird. Im Falle der 
Harn zuckerfrei ist, ist nach Ansicht der Verf. keine Umdestil- 
lation des ersten Destillates erforderlich. Das auf die eine 
oder andere Weise erhaltene Enddestillat wird auf 100 ccm 
verdiinnt und der Acetongehalt dann mittels Scott-Wilsons 
Reagens (alkalisches Mercuricyanid und Silbernitrat), das mit 
dem Aceton einen unldéslichen fein verteilten Niederschlag 
bildet, auf nephelometrischem Wege bestimmt. 

Zum Zwecke der Kontrollierung des von den Verf. iiber 
die Ausbeute des Acetons bei der Oxydation gemachten An- 
gaben machte ich eine Serie Versuche mit Wasserlésungen 
kleiner Mengen £-Oxybutterséure (als Ca-Zn-Salz) in genauer 
Ubereinstimmung mit den angegebenen Vorschriften; eine Re- 
destillation mit Alkalisuperoxyd wurde jedoch nicht ausgefiihrt. 
Der Jodverbrauch der Destillate wurde nach Messinger be- 
stimmt. Zur Erhaltung genauer Resultate wandte ich bei den 
Versuchen besonders fein kalibrierte Biiretten an. Die Resul- 
tate sind in Tabelle VI zusammengefaft und ergeben, dai 
die Ausbeute eine sehr unvorteilhafte ist. Die fiir die Destil- 
lation vorgeschlagene Zeit ist allzu knapp, um eine vollstiin- 
dige Zersetzung der anwesenden B-Oxybuttersiure zu erreichen, 
was vollsténdig aus dem Umstande hervorgeht, da’ man bei 
fortgesetzter Destillation ein Destillat erhilt, das eine deutliche 
Reaktion fiir Aceton nach Frommer-Engfeldt gibt und gewisse 
Quantitiaten Jod verbraucht. Die Ausbeuten bei direkter Titration 
der Destillate geben Werte, die zwischen 80,0 und 75°/o, im 
Durchschnitt fiir 6 Bestimmungen 78°/o, wechseln. Der gesamle 
Jodverbrauch nach 13/4 Stunden Oxydation entsprach einer 
Ausbeute von im Durchschnitt 88°/o, somit eine Zunahme von 
nicht weniger ais 10°/o im Verhaltnis zu der nach Folin- 
Denis erhaltenen. Die Ausbeuten sind jedoch selbst unter 
den zuletzt angefiihrten Bedingungen keineswegs quantitativ. 
Eine Umdestillation mit Alkalisuperoxyd tragt ganz sicher zu 
einer weiteren Verschlechterung der Resultate bei. Wir haben 
nimlich keinen Grund zu der Annahme, daf sich nicht hier, 
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Tabelle VI. 


| Nach 1stiindiger Destillation ,, 2° weiterer 








‘s stiind. — Gesamt- 














| | |%/ 
0xy-| | aaa 
| butter-. | Berechn, | Aceton | ee 
Nr. | ‘ Jodver- pl | Aus- | nach Jodver- | nach 
| siure| brauch | P-UXy- | | . | brauck 
| | | butter- | beute | eer | | 41% Sta. 
siure | | mer- | 
| mney _ Py ‘Engfeldt njto-d - 
| mg com | mg | ‘fe | ; ¢cem | »/o 
Nl | | | 
1/473 | 210 | 366 | 77 | + | 025 | 86 
2 | 473 | 205 | 355 | 75 | + | 085 | 88 
3 | 237 | 105 | 41,82 77 | -- 015 | 88 
| } | 
4 | 237 | 105 | 182 | 77 | + 020 | 91 
| 
5 | 2,37 | 110 | 190 | 80,5 | -|. 0,10 | 88 
6 | 237 | 110 | 1,90 80,5 | ‘ae 010 | 88 


ebenso wie es bei den Makroanalysen der Fall war, gleich- 
zeitig mit dem Aceton auch andere, mit Alkalisuperoxyd zer- 
legbare, jodverbrauchende Substanzen bei der Oxydation bildeten. 
Eine néhere Untersuchung der Folin-Denisschen nephelo- 
metrischen f-Oxybutterséurebestimmungsmethode liegt nicht 
im Plane dieser Arbeit, doch kann ich nicht unterlassen, auf 
Grund der vorher erwahnten Analysen meine Zweifel an der 
Korrektheit derselben auszusprechen. Die vorgeschlagene 
Art fiir die Oxydation der B-Oxybuttersdéure gibt, auch bei 
ausgedehnter Destillation, so schlechte Ausbeuten, daf hieraus 
deutlich hervorgeht, daf man das Ziel — eine quantitative 
Ausbeute — auf diesem Wege nicht erreicht. 

Die Versuche, die ich selbst zur Erreichung dieses Zieles 
ausgefiihrt habe, haben leider so unbefriedigende Resultate 
ergeben, daf ein eingehenderer Bericht tiber diese von geringem 
Interesse ist. Ich will deshalb nur in allergroOBter Kiirze die 
Beobachtungen, die ich bei diesen recht weitlaufigen Versuchen 
gemacht habe, mitteilen, in der Hoffnung, daB die Resultate 
moglicherweise fiir den, der eine weitere Bearbeitung dieses 
Gebietes beabsichtigt, einen gewissen Wert haben konnen. 

Die Oxydation ist in sowohl alkalischer wie saurer L6sung 
ausgefiihrt worden. Die Oxydationsversuche in alkalischer 
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Losung (Wasserstoffsuperoxyd, Kaliumpermanganat) sind inso- 
weit von Interesse, als eine Acetonbildung hierbei nicht zu- 
stande kam. Ob die 6-Oxybuttersiure bei diesen Versuchen 
von den Oxydationsmitteln beeinflu{t worden ist oder nicht, 
habe ich nicht néher untersucht. Denkbar ist jedoch, dab 
dies der Fall gewesen ist, daf aber die primir gebildete Acet- 
essigsiiure infolge des anwesenden Alkalis dann ausschlieBlich 
unter Bildung von Essigsaéure zersetzt worden ist (Saure- 
spaltung). Was die Versuche in saurer Loésung betrifft, so 
habe ich schon im Vorhergehenden gezeigt, dafi die Ausbeuten 
sich bessern, wenn bei der Oxydation mit Chromatschwefel- 
siure die Zeit auf 5—6 Stunden ausgedehnt wird. Die Aus- 
beuten werden jedoch selbst unter diesen Verhiltnissen nicht 
quantitativ, und vor allem bildet sich bei der Oxydation 
mit Chromsaure nicht allein Aceton, sondern es bilden sich 
auch andere fliichtige, jodverbrauchende Substanzen, was auf 
eine in verschiedenen Richtungen verlaufende Zersetzung der 
B-Oxybuttersdure hindeutet. Aufer mit Chrom habe ich auch 
Versuche mit anderen Oxydationsmitteln, wie Wasserstoff- 
superoxyd, Kaliumpermanganat, Ammoniumpersulfat u. a., ge- 
macht, die sich simtlich als schlechter als die von Shaffer 
vorgeschlagene Chromsiure erwiesen haben. Zum Zwecke 
einer modglichen Verbesserung der Resultate bei der Oxydation 
habe ich Versuche mit Zusatz gewisser, eine katalytische 
Wirkung besitzender Stoffe, wie Eisen-, Kupfer-, Silber-, Gold- 
und Platinsalze, gemacht, jedoch ohne nennenswerten Erfolg. 
Von den versuchten Oxydationsmitteln zeigte sich das Wasser- 
stoffsuperoxyd auch aus dem Grunde weniger geeignet, weil 
dasselbe bei der Destillation in unzersetzter Form teilweise 
in das Destillat tibergeht und somit eine direkte jodometrische 
Bestimmung des gebildeten Acetons unmdglich macht. Das 
Ammoniumpersuliat in stark verdiinnter Form gab verhiltnis- 
mafig gute Werte (etwa 85°/o), es zeigte sich jedoch, dab 
das Destillat bedeutend mehr reduzierende Substanzen enthilt, 
als bei der Anwendung von Chromsaure als Oxydationsmittel. 
Der Umtausch der Schwefelséiure mit anderen Siuren, bei- 
spielsweise Phosphorsaure, verschlechtert die Ausbeuten noch 
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mehr, und als Endresultat aller dieser Versuche ging hervor, 
dai die Chromatschwefelsiure weitaus das_ vorteilhafteste 
Oxydationsmittel ist. 

Meine Versuche, bei der Oxydation der B-Oxybuttersiiure 
eine vollstindig quantitative Ausbeute in Aceton zu erzielen, 
haben folglich nicht zu dem gewiinschten Resultat gefiihrt. 


C. Klinische Methoden zur Bestimmung des Gesamtacetons und der 
8-Oxybuttersaéure im Harn. 


1, Versuche mit reinen ~-Oxybutterséurelésungen. 


Schon im Vorhergehenden habe ich das Ansprechende 
in Shaffers Idee, simtliche Acetonk6rper des Harns in einer 
einzigen Folge und auf gleichartige Weise zu bestimmen, her- 
vorgehoben. Daf Shaffer-Marriott indessen in ihren Ver- 
suchen zur Verwirklichung ihrer Idee nicht sehr glticklich 
gewesen sind, diirfte ebenfalls aus der vorliegenden Unter- 
suchung deutlich hervorgegangen sein. Die Ausbeuten haben 
in den von mir nach dieser Methode gemachten Versuchen 
ungefiihr 80°/o betragen und miissen deshalb, um einiger- 
mafien richtig zu werden, um nicht weniger als 25°/o ver- 
mehrt werden. Beriicksichtigen wir indessen, dafi je nach 
der Menge des bei der Bestimmung anwesenden Ammonium- 
sulfates grofe Schwankungen in den Ausbeuten zu erwarten 
sind, so kénnen selbstverstiindlich nicht einmal die eben- 
genannten Prozentzahlen einer zuverlassigen Schatzung des 
wirklichen B-Oxybuttersiéuregehaltes zugrunde gelegt werden. 
Kin Umstand, der bei der Bewertung der Shaffer-Marriott- 
schen §-Oxybutterséurebestimmungsmethode ebenfalls in Be- 
tracht zu ziehen ist, ist die betrachtliche Zeit, die fiir die 
Ausfiihrung der Bestimmung erforderlich ist. Abgesehen von 
der Vorbehandlung des Harnes mit Bleiessig nimmt die Ver- 
folgung der Methode zusammen 5 Stunden in Anspruch und 
hierbei sollen nicht weniger als 4 Destillationen stattfinden, 
die eine beinahe ununterbrochene Uberwachung erfordern. 
Wenn somit die Methode auch, was indessen keineswegs der 
Fall ist, befriedigende Resultate lieferte, wiirde sie doch in- 
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Tabelle VII. 
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B-Oxy- Jodverbrauch eae 
Nr. buttersiure B-Oxybutter- sane 
N/to-J saure 

mg ccm mg %o 
1 6,71 3,20 5,55 82,8 
2 16,77 8,05 13,96 83,2 
2 | 33.54 15,90 97,57 82,2 
s | 67,09 32,25 55,42 83,3 
5 67,09 31,75 55,05 82,0 
6 | 134,18 64,50 111,84 83,3 





folge der angefiihrten mtihseligen Ausfiihrungsweise kaum eine 
allgemeine Anwendung erhalten kénnen. Der Mangel an einer 
fiir klinische Zwecke geeigneten Methode zur Bestimmung der 
B-Oxybuttersiure im Harn hat mich indessen zu Versuchen 
veranlaft, ein zur Erreichung dieses Zieles geeignetes Ver- 
fahren auf empirischem Wege zu finden. Die Methode zur 
Bestimmung der Oxybuttersiure im Harn, tiber die ich jetzt 
berichten will, ist eine Modifikation der Shafferschen und 
griindet sich auf folgende von mir gemachte Beobachtungen. 
Wird eine in 600 ccm Wasser geléste und mit 2 cem kon- 
zentrierter Schwefelséiure angesiiuerte f-Oxybuttersiiure auf 
einmal mit 50 ccm einer 2,5 g Kaliumdichromat und 5 g kon- 
zentrierte Schwefelséure enthaltenden Losung versetzt und 
11/2 Stunden lang einer so kriftigen Destillation unterworfen, 
dafi nach dieser Zeit etwa 75 ccm zuriickbleiben, so erhilt 
man ein Destillat, das im Durchschnitt eine 82,8°/o der 
anwesenden f-Oxybuttersiure entsprechende Quantitit Jod 
verbraucht. Wie aus der Tabelle VII hervorgeht, sind die 


Ausbeuten auch bei Versuchen mit wechselnden Mengen £-Oxy- 
buttersiure befriedigend. Bei fortgesetzter Destillation itiber 
die angegebene Zeit hinaus zeigt das neue Destillat keine 
oder eine hdchst unbedeutende Reaktion fiir Aceton nach 
Frommer-Engfeldt, was darauf hindeutet, daf die p-Oxy- 
buttersiure faktisch vollstaéndig verbraucht worden ist. Die 
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jodverbrauchenden Substanzen bestehen zum allergréften Teil 
aus Aceton, aber auch Stoffe mit reduzierenden Eigenschaften 
lieBen sich nachweisen. Die Zersetzung der B-Oxvybuttersiure 
scheint indessen unter den angegebenen Bedingungen auf eine 
gewisse konstante Weise stattzufinden. Da die Ausbeuten im 
Mittel 82,8°/) betragen, entsprechen folglich je 1 ccm ver- 
brauchtes "/-10 Jod a: — = 2,094 oder ungefihr 2,1 mg 


B-Oxybuttersaure. 


2. Anwendung der Methode auf den Harn. 


a) Versuche mit normalem Harn. 


Normaler Harn mit oder ohne Zusatz von Traubenzucker 
wurde erst einer Fallung mit Bleiessig, Ammoniak und Alaun 
nach den folgenden, schon im Vorhergehenden angegebenen 
Berechnungsgriinden unterworfen. ; 

20 ccm zuckerfreier Harn wurden mit 200 ccm Wasser 
gemischt und mit 20 ccm Bleiessig (Pharm. U.S. A.), 10 ccm 
konzentriertem Ammoniak (acetonfrei) und 4 ccm 10°/oiger 
Alaunlésung gemischt und diese Lésung dann auf 500 ccm 
verdiinnt und nach etwa 30 Minuten filtriert. Das Filtrat 
mubte tiber Nacht stehen, worauf 250 cem desselben vor- 
sichtig durch ein Filtrum dekantiert wurden. Im Falle der 
Harn mit Traubenzucker versetzt war, wurde die Bleiessig- 
menge fiir jedes in der verwendeten Harnmenge befindliche 
Gramm Zucker um 25 ccm erhédht, und vom Ammoniak wurde 
die Halfte, von der 10°/oigen Alaunlésung 20°/o der gesamten 
Bleiessigmenge angewendet. 

Zu 250 ccm des auf die angegebene Weise erhaltenen 
Filtrates wurden 350 ccm Wasser und eine !/6 des bei dem 
Fallen angewandten Ammoniaks entsprechende Anzahl Kubik- 
zentimeter konzentrierte Schwefelsiure und auferdem 2 ccm 
im Uberschu8 hinzugesetzt. Die Mischung wurde dann nach 
Zusatz einer Messerspitze Talk 20 Minuten zur Entfernung und 
eventuellen Bestimmung des im Harn befindlichen Acetons und 
der Acetessigséure destilliert, hierauf wurden auf einmal 
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durch Scheidetrichter 50 cem der obengenannten Chromat- 
schwefelsdure hinzugesetzt und die Destillation wurde dann 
unter kraftigem Kochen etwa 11/2 Stunde oder bis 75 ccm 
zuriickblieben, fortgesetzt. In dem erhaltenen letzten Destillat 
wurde der Jodverbrauch nach Messinger bestimmt. Derselbe 
betrug in 9 untersuchten Fallen, von denen 4 mit Trauben- 
zucker (2—4°/o) versetzt waren, mit geringen Schwankungen 
im Mittel 0,6 eem "/10-Jod, auf 100 cem Harn somit 6 ccm 


n/10-Jod. 


b) Versuche mit normalem, mit Traubenzucker und p-Oxy- 
buttersiure (als Ca-Zn-Salz) in wechselnden Mengen ver- 
setztem Harn. 


20 ecm des bei diesen Versuchen angewendeten Harnes 
verbrauchten nach der Oxydation 1,2 ccm "/10-Jod. 20 cem 
des ebengenannten Harnes wurden mit wechselnden Mengen 
Traubenzucker und §-Oxybuttersiure versetzt und auf die 
vorher beschriebene Weise behandelt. In dem erhaltenen 
letzten Destillat wurde der Jodverbrauch nach Messinger 
bestimmt. Der erhaltene Wert wurde zur Erhaltung des 
8-Oxybuttersiuregehaltes verdoppelt und um 1,2 ccm vermindert 
sowie mit 2,1 multipliziert (s. 5.208). Die Resultate gehen aus 
untenstehender Tabelle VIII hervor. 


Tabelle VIII. 

















: B-Oxy- A Jodver- | Berechnete 
Nr. | Zucker butter- Fig ert pared Ausbeute 

| Saure n/yo-J | buttersdure 

| g | mg ccm mg % 
1 | 040 | 67! 32 | 6,72 100,1 
2 | O50 | 13418 | 648 | 136,08 101,4 
3 | 100 | 6709 | 328 | 68,88 102,7 
4 | 100 | 33,54 16,0 | 33,60 100,2 
5 | 200 | 201,27 90.8 | 190,68 94,7 
6 | 2,00 | 201,27 882 | 185,22 92,0 
7 | 300 | 18418 | 558 | 117,18 87,3 
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Bei der Umrechnung der vorhergehenden Tabelle, die 
Zuckermenge in Grammprozenten und die p-Oxybuttersaure- 
menge in Milligrammprozenten ausgedriickt, erhilt man folgende 
Werte: 


Hl 

















| 
N | Zucker 8-Oxybuttersdure | Ausbeute 
- 

| g 99 mg °%o | %F 
1 | 2 | 67,09 | 100,1 
2 | 2,5 | 670,90 | 101,4 
wa 5 | 335,45 | 102,7 
4 | 5 | 167,70 | 100,2 
5 | 10 | 1006,35 | 94,7 
6 | 10 | 1006,35 | 92 
7 | 15 | 670,90 | 87,3 


Die drei letzten Versuche zeigen einen relativ hohen 
Verlustprozentsatz. Bei diesen war der Zuckergehalt verhaltnis- 
miéBig grof, nimlich 10—15°/o, und demzufolge wurde zur 
Fillung eine entsprechend gréBere Menge Bleiessig und Ammoniak 
angewendet. Infolgedessen fand sich bei diesen Proben eine 
verhiltnismabig groBe Konzentration von Ammoniumsulfat vor, 
das, wie vorher bewiesen ist, eine herabsetzende Einwirkung 
auf die Oxydationsfihigkeit der Chromsdure austibt. Bei den 
zuletzt erwiihnten Proben erhielt ich bei fortgesetzter Destil- 
lation ein stark acetonhaltiges Destillat, obschon die erste 
Destillation so weit getrieben worden war, daB kaum mehr als 
50 ccm zuriickblieben. Um dem Einflu8 des Ammoniumsulfates 
entgegenzuwirken, nahm ich deshalb Versuche mit einer Er- 
hdhung der Menge der Chromséuremischung vor. Diese Ver- 
suche fanden unter Verhaltnissen statt, die in der Hauptsache 
mit den ebenerwihnten tibereinstimmten, jedoch mit dem Unter- 
schied, daf nach 1 Stunde Destillation weitere 50 ccm Chrom- 
siiuremischung hinzugesetzt wurden. Die Destillation wurde 
auch fortgesetzt, bis nur etwa 75 ccm verblieben, was eine 
Zeit von insgesamt 1°/s—2 Stunden in Anspruch nahm. Um 
indessen den EinfluG{ festzustellen, den das abgeanderte Ver- 
fahren auf den normalen Jodverbrauch des Harns hat, wurde 
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Tabelle IX. 
Jodverbrauch | Jodverbrauch 
atege ee — | auf 10 ccm Harn 
Nr. Probe “aseiatie ts. | nach 1°) Stunden 
schwefelsaurer Lis. | Oxydation 
n/to-J ccm n/to-J ccm 
1 Mann 36 Jahre 0,15 1,20 
Q > 26 » 0,10 1,25 
3 Knabe 6 > 0,10 1,15 
4 > 25 » 0,15 | 1,05 
5 Mann 36 . 0,10 | 1,25 
6 Frau 32 > 0,15 1,15 
7 » 24 > 0,15 | 1,20 
8 Mann 58 » 0,15 | 1,20 
9 - @ -» 0,15 | 1,25 
10 > 36 » 0,10 | 1,25 








eine Serie Untersuchungen des normalen Harnes vorgenommen. 
Hierbei wurde auch der Jodverbrauch im ersten Destillat 
bestimmt (Gesamtaceton). Die Resultate sind in der oben- 
stehenden Tabelle IX zusammengefiihrt. 

Die jodverbrauchenden Substanzen bestehen, wie schon 
im Vorhergehenden néher geschildert ist, sowohl aus Aceton 
und Phenolen wie aus reduzierenden Substanzen. Die Menge 
der letzteren KOrper macht indessen so geringe Betrage aus, 
daB ihre Anwesenheit keinen eigentlichen Einflu{ auf die 
Resultate bei der Berechnung des sogenannten Gesamtaceton- 
gehaltes in pathologischem Harn ausiiben kann. Das bei der 
Oxydation erhaltene Destillat verbrauchte im Durchschnitt 
1,2 ccm "10-Jod oder das Doppelte von dem bei den vor- 
hergehenden Versuchen. Das Destillat enthalt auBer dem 
Aceton auch reduzierende Substanzen. Durch Umdestillation 
mit Wasserstoffsuperoxyd in alkalischer Losung k6énnen die 
letzteren entfernt werden. Hierbei sinkt der Jodverbrauch 
recht betriachtlich, in 2 untersuchten Fallen auf 0,55 und 
0,45 ccm, was auf 100 ccm Harn im Durchschnitt 5 ccm 
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Tabelle X. 
a 
| | B-Oxy- Jodver- | Berechnete 
we | Ztcker | utters omar Asbeut 
| N/yo-J | saure 
| g | mg com mg Fo 
1 | 0,5 | 67,09 | 32,6 68,46 102,0 
2 | 0,5 54,27 | 258 | 54,39 100,2 
3 0,5 54,27 252 | 52,93 97,5 
4 0,5 | 108,54 524 110,04 1014 
5 05 | 217,08 | 1044 | 219,24 101,0 
6 1,0 54,27 25,7. | 53,97 99,5 
7 10 | 54,27 254 | 53,34 98,3 
8 1,0 108,54 51,6 | 108,36 99,8 
9 10 217,08 103,2 | 216,72 99,9 
10 2,0 54,27 25,4 | 53,34 98,3 
11 2,0 108,54 522 | 109,62 101,0 
12 2.0 217,08 104,4 219,24 101,0 
13 2.0 108,54 | 51,4 | 107,94 99.4 
44 | 20 21708 | 1042 | 21882 100,8 








betragen wiirde. Bei kolorimetrischer Untersuchung nach 
Frommer-Engfeldt (I. c.) erhalt man eine der auf jodo- 
metrischem Wege gefundenen Acetonmenge gut entsprechende 
Farbenstirke. Die mit Stiitze dieser Analysen berechneten 
Werte fiir den normalen £-Oxybutterséuregehalt im Harn 
betragen etwa 100 mg auf das Liter und iibersteigen um nahezu 
100°/o die durch Oxydation bei konstantem Volumen friher 
von mir erhaltenen. Da es indessen nicht als geniigend bestatigt 
betrachtet werden kann, daf das bei der Oxydation erhaltene 
Aceton seinen Ursprung ausschlieBlich von der £-Oxybutter- 
siure herleitet, habe ich bei der Anwendung der Methode an 
pathologischem Harn die erhaltenen Werte fiir den Jodverbrauch 
um 1,2 ccm vermindert, indem ich diesen Jodverbrauch als 
den fiir normalen Harn wahrscheinlichen annahm. Das zuletzt 
angefiihrte Verfahren mit Zusatz von Chromatschwefelsaure 
in 2 Portionen wurde dann auf mit wechselnden Mengen Trauben- 
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zucker und £-Oxybuttersaure versetzten Harn angewendet. Fiir 
jeden Versuch wurden 20 cem eines Harnes verwendet, der 
nach den Ergebnissen bei direkten Versuchen 2,4 cem ®/10-Jod 
verbrauchte. Der gefundene Jodverbrauch wurde um diesen 
Betrag vermindert und der B-Oxybutterséiuregehalt dann durch 
Multiplikation mit dem Faktor 2,1 umgerechnet (s. 5.208). Die 
in der Tabelle X zusammengefiihrten Resultate geben tiber- 
raschend gute und gleichmifige Werte. Bei der Umrechnung 
der obenstehenden Tabelle, mit der Zuckermenge in Gramm- 
prozenten und die §-Oxybutterséiuremenge in Milligramm- 
prozenten ausgedriickt, erhielt ich folgende Werte: 





8-Oxybuttersiure- 











Nr. | Zucker menge Ausbeute 
| g %o mg °/o | %o 
1 | 25 335,45 | 102 
2 2.5 271,35 | 100,2 
3 25 271,35 | 97,5 
4 2.5 542,70 | 101,4 
5 2.5 1083,40 | 101 
6 5 271,35 | 99,5 
4 5 271,35 | 98,3 
8 5 542,70 | 99,8 
9 5 1085,40 99,9 
10 | 10 271,35 98,3 
11 10 542,70 101 
12 10 1085,40 101 
18 10 542,70 99,4 
14 10 1085,40 100,8 








3. Bestimmung des Gesamtacetons und der £-Oxy- 
buttersaure in pathologischem Harn nach der von mir 
modifizierten Shaffermethode. 


In Ubereinstimmung mit dem zuletzt angefiihrten Ver- 
fahren zur Bestimmung der p-Oxybuttersiure fiihrte ich eine 
Serie Untersuchungen an vom Serafimerlazarett und vom 
Sabbatsberg-Krankenhaus in Stockholm erhaltenem patho- 
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logischen Harn aus. Der im ersten Destillat erhaltene Jod- 
verbrauch wurde ohne Korrektion auf Aceton durch Multi- 
plikation mit 0,967 umgerechnet, wahrend die im zweiten 
Destillat nach der Oxydation gefundene Menge verbrauchten 
Jodes um 1,2 ccm (normaler Jodverbrauch des Harnes) ver- 
mindert und dann mit 2,1 multipliziert wurde. Die erhaltenen 
Werte, die den Aceton-, bezw. B-Oxybutterséuregehalt in Milli- 
gramm auf 10 ccm Harn angeben, wurden darauf in Gramm 
auf 1 Liter Harn ausgerechnet. Die Resultate sind in der 
Tabelle XI zusammengefiihrt. Die gré8ten Mengen Gesamt- 
aceton und £-Oxybutterséiure betrugen 1,595 bezw. 14,049 g 
pro Liter. Die Tagesmengen 7,18 und 56,70 g. Die Pro- 
portionen zwischen dem Aceton und der £-Oxybuttersdure 
weisen, wie ersichtlich ist, groBe Schwankungen auf. In den 
Fallen, wo die Acetonkérper in einer gréSeren Menge auf- 
treten, betrigt das Gesamtaceton 1!/6—1/20 der B-Oxybutter- 
siuremenge, !/s—!/10 scheint jedoch das gewohnliche Verhaltnis 
zu sein. In den Fallen, wo die Menge der «Acetonk6rper» ver- 
hiltnismabig gering ist, tritt dagegen der Unterschied zwischen 
dem Gesamtaceton und der f-Oxybuttersiuremenge weniger 
scharf hervor. Berechnet man sowohl das Gesamtaceton wie 
die B-Oxybuttersdure als Acetessigsaéure, so kénnen die erhal- 
tenen Werte zusammenaddiert werden und wir erhalten folg- 
lich einen einzigen Zahlenwert fiir den Gehalt des Harns an 
«Acetonkérpern». Untersuchen wir das Verhaltnis zwischen dem 
ebenerwihnten Zahlenwert und dem totalen Jodverbrauch der 
Harndestillate naher, so finden wir, da’ zwischen diesen beiden 
Zahlen eine interessante und bemerkenswert einfache Relation 
zu bestehen scheint. Verdoppelt man namlich die den totalen Jod- 
verbrauch des Harnes angebende Zahl, so zeigt sich, daB man 
eine Zahl erhialt, die den Ziffernwert des totalen Gehalts des 
Harnes an «Acetonkérpern», als Acetessigsaéure berechnet, ziem- 
lich gut angibt. Diese Umstinde scheinen mir von nicht geringer 
praktischer Bedeutung und der Ausnutzung wert zu sein, be- 
sonders da hierdurch ein vereinfachtes und zeitersparendes 
Verfahren zur Bestimmung samtlicher «Acetonkérper» des 
Harns in einer einzigen Operation zu gewinnen ist. Eine 
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besondere Destillation zur Isolierung von schon vom Anfang 
im Harn befindlichen Aceton und Acetessigsaure braucht somit 


nicht stattzufinden, sondern die ersten 50 cem Dichromat- ° 


schwefelsiure werden unmittelbar, nachdem die Fliissigkeit 
ins Kochen gekommen ist, hinzugesetzt, worauf die Destillation 
auf die angegebene Weise fortgesetzt wird. Wir bekommen 
sonach ein einziges Destillat, in welchem der Jodverbrauch 
unmittelbar bestimmt werden kann. Durch dieses Verfahren 
wird die Zeit fiir die Destillation beschrinkt, wozu noch kommt, 
dafi nur eine Titrierung vorgenommen zu werden braucht. 
Da die Moglichkeit nicht ganz ausgeschlossen erscheint, 
dafi die Chromsiuremischung das im Harn schon vom Anfang 
befindliche Aceton angreifen und Anla& zur Séurespaltung der 
ebenfalls im Harn befindlichen Acetessigsiure geben koénnte, 
machte ich Destillationsversuche mit reinem Aceton- und Acet- 
essigsiiureldsungen, teils mit und teils ohne Chromatzusatz. 
Bei diesen Versuchen verbrauchten die erhaltenen Destillate 
genau dieselben Mengen Jod, was deutlich beweist, daB das 
Chromat keinen Einflu8 auf die erwahnten Korper ausiibt. 
Alle diese Versuche mit sowohl normalem wie patho- 
logischem Harn sind, unabhaéngig von der vorhandenen Menge 
«Acetonkérper», mit 10 ccm ausgefiihrt worden. Normaler 
Harn verbraucht nach der Destillation und Oxydation eine 
Gesamtmenge Jod, die man mit geringen Schwankungen auf 
etwa 1,40 ecm (s. S. 211) setzen kann. Bei der Gegenwart 
von Aceton und nahe verwandten Korpern in pathologischem 
Harn steigt der Jodverbrauch in einem héheren oder geringeren 
Grade iiber den ebengenannten Betrag. Der Jodverbrauch 
bildet mit anderen Worten ein MaB fiir den Gehalt des Harnes 
an «Acetonkérpern». Ich méchte aus diesem AnlaB vorschlagen, 
daB den auf die angegebene Weise enthaltenen «Jodzahlen» 
der Name «Acidosisjodzahlen» beigelegt wird. Unter Acidosis- 
jodzahlen verstehe ich folglich die Anzahl Kubikzentimeter "/10- 
Jod, die 10 cem Harn unter gewissen genau angegebenen Ana- 
lysenverhiiltnissen verbrauchen. Wird die erhaltene « Acidosisjod- 
zahl» um den normalen Jodverbrauch des Harnes, also 1,4, 
vermindert, so erhilt man eine Zahl, die, verdoppelt, in Milli- 
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gramm den Gehalt des Harnes an «AcetonkOrpern», als Acetessig- 
sdure gerechnet, angibt. Bei der Berechnung des «Gesamtacet- 
essigsauregehaltes» pro Liter vermindert man die « Acidosisjod- 
zahl» wie vorher um 1,4, multipliziert sie aber mit 0,2 und erhilt 
dann die Menge in Gramm. 


4. Vergleichende Untersuchung der Resultate bei 
der Bestimmung von B-Oxybuttersiure im Harn nach 
der Polarisations- und Oxydationsmethode. 


Behufs noch weiterer Kontrolle der bei der Anwendung 
der Oxydationsmethode auf pathologischen Harn erhaltenen 
Ausbeuten fiihrie ich eine Serie Untersuchungen aus, wobei 
ich neben der Oxydationsmethode auch die Polarisationsmethode 
benutzte. Bei der Wahl des Verfahrens fiir die Extraktion 
des Harnes mit Ather entschied ich mich aus technischen 
Griinden fiir die von Black!) angegebene. Die Extraktionszeit 
wurde jedoch bedeutend tiber die von dem erwahnten Ver- 
fasser vorgeschriebene, naémlich bis auf 15—25 Stunden, aus- 
gedehnt. Im iibrigen verfuhr ich auf folgende Weise. 200 ccm 
Harn wurden mit Natroncarbonat alkalisiert und vorsichtig im 
Wasserbad zur Konsistenz des Sirups abgedampft, erkalten 
gelassen, mit 25°/oiger Schwefelsiure angeséuert, mit ge- 
branntem Gips gemischt und bis zum Jage nachher steif 
werden gelassen. Die Masse, die sich im allgemeinen duberst 
leicht in einem Porzellanmorser in Pulver zerreiben lie}, wurde 
hierauf 15—25 Stunden in einem gewodhnlichen Soxhlet- 
Apparat extrahiert. Bei der Extraktion wurde konstant eine 
braunfarbige, in Ather schwer lésliche Substanz mitgerissen, die 
vor der Abdunstung des Athers durch Filtrierung aus dem 
Atherextrakt entfernt wurde. Zur Vermeidung von Anhydrid- 
bildung fand die Abdunstung nach Zusatz einiger Kubikzentimeter 
destillierten Wassers und unter duBerst vorsichtiger Erhitzung im 
Wasserbade statt. Der Atherriickstand wurde auf 20—25 ccm 
verdiinnt, mit einer geringen Menge Tierkohle und Talk ver- 
setzt, filtriert und in 2 dm-Rohren polarisiert. Um bei der 





1) Black, Journal of Biol. Chemistry, Bd. 5, S. 207 (1908). 
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Tabelle XII. 




















- Oxybuttersdure 
Nach der Polarisationsmethode 
Ge- yi Menge Aus der | Aus- 
Nr. _ Zucker] samt- Oxyda- io des | Abgelesene —— Rie 
Gew. | tions- tions-| W@8-| Drehung | rechnete| hiltnis 
rOmOnl me | elt (lita ale See |e 
thode | i  [raktes | 
% |gpr.L.igpr.L.| Std. | ccm Grad g pr. L. Fo 
1 | 1,021; 3,1 | 0,690/ 14,049) 25 25 — 5,10 13,215 | 94,1 
2 | 1,017} 2,4 | 1,270! 9,954) 15 25 — 3,70 9,587 | 96,3 
3 | 1,026} Spur | 0,188; 0,273) 15 15 |—0,20 (idm) 0,623 | 228,0 
4 | 1,023] 0,6 | 0,213} 0,525} 15 | 20 — 0,45 0,930 | 177,0 
5 | 1,030; 3,8 | 0,309} 1,932) 15 20 — 0,90 1,866 | 96,6 
6 | 1,031; 5,2 | 0,720} 6,468) 20 21 — 2,80 6,094 | 94,2 
7 | 1,031; 4,8 | 0,803) 8,190; 20 20 — 3,70 7,670 | 93,6 
8 | 1,028; 4,1 | 0,687} 4,998; 24 20 — 2,30 4,768 | 95,4 
9 | 1,027 | 3,6 | 0,425] 2,730} 24 20 — 1,30 2,694 | 98,7 



































Polarisation subjektive Irrtiimer zu vermeiden, lief ich die 
von mir beobachtete Drehung durch eine andere Person kon- 
trollieren. Die erhaltenen Werte wurden in Gramm pro Liter 
Harn umgerechnet. Die Resultate sind in der Tabelle XII zu- 
sammengefihrt, die auch die bei der Oxydation erhaltenen 
anfiihrt. Bevor ich zu einer niéheren Priifung und Beurteilung 
der erhaltenen Resultate tibergehe, médchte ich noch einmal 
an die Erfahrungen erinnern, die Shaffer-Marriott bei Ver- 
suchen zur polarimetrischen Bestimmung der B-Oxybuttersdure 
nach der Extraktion nach Black gesammelt haben. Die bei 
diesen Versuchen ausgefiihrten Bestimmungen von B-Oxybutter- 
siureldsungen von bekannter Starke ergeben, daB von der 
8-Oxybutterséure nicht mehr als etwa 90°/o wiederzufinden 
sind. Anderseits enthalt jedoch der Harn aufer £-Oxy- 
buttersiure auch andere dtherlésliche levogyre Substanzen, 
die den bei der Extraktion konstatierten Verlust bis zu einem 
gewissen Grad ausgleichen. Bei der Bearbeitung normalen 
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oder schwach £-oxybuttersdéurehaltigen Harns erhalt man ein 
Extrakt, dessen Drehungsfahigkeit in einem nicht unwesent- 
lichen Grade durch die Anwesenheit dieser fremden levogyren 
Korper bedingt wird. Bei Anwendung der Polarisationsmethode 
auf einen solchen Harn erhalt man folglich Werte der B-Oxy- 
buttersiure, die die wirklichen in einem hdéheren oder ge- 
ringeren Grade tibersteigen. §-Oxybutterséure in nicht allzu 
kleiner Menge enthaltender Harn gibt dagegen erfahrungs- 
gema verhaltnismafig richtige Werte, indem die obengenannten 
fremden levogyren Korper den bei der Extraktion konstatierten 
Verlust an f-Oxybutterséure vollstandig oder teilweise auf- 
wiegen. Beriicksichtigen wir bei der Beurteilung der von mir 
bei den polarimetrischen Bestimmungen der f-Oxybuttersdure 
erhaltenen Resultate diese Umstinde gebiihrend, so scheint 
eine geniigende Stiitze fiir die Annahme vorhanden zu sein, 
dafi die erhaltenen Werte mit den wirklichen recht gut tiber- 
einstimmen, obschon die letzteren wahrscheinlich in der Regel 
etwas hoher sind. Dies gilt jedoch nicht fiir die Proben 
Nr. 3 und 4, die nur geringe Mengen f-Oxybuttersaéure ent- 
halten, und wo aus eben angefihrten Griinden die erhaltenen 
Werte die wirklichen ganz betrachtlich tibersteigen. 
Vergleichen wir die durch die Oxydation erhaltenen Werte 
der f-Oxybuttersiure mit den polarimetrischen, so finden 
wir, da8 zwischen ihnen eine befriedigende Ubereinstimmung 
herrscht. Dies gilt jedoch nicht fiir die Proben 3 und 4, wo 
die durch die Oxydation gefundenen Resultate nur etwa die 
Halfte der aus der Polarisation berechneten bilden. Die bei 
der Polarisationsmethode erhaltenen Resultate bilden, mit den 
durch die Oxydationsmethode erhaltenen verglichen, niedrig- 
stens 93,6 und héchstens 98,7°/o der letzteren mit einem 
Durchschnitt von 95,6°/o fiir 7 Bestimmungen. Die von mir 
vorgeschlagene Oxydationsmethode zur Bestimmung der B-Oxy- 
buttersiure scheint somit im Mittel eine ungefihr 5°/o hohere 
Ausbeute zu geben, als die polarimetrischen nach Black. Aus 
Griinden, die aus dem eben Angefiihrten hervorgehen, scheint 
jedoch bei der Anwendung der zuletzt genannten Methode ein 
gewisser Verlust wahrscheinlich zu sein. Als Endresultat der 
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ausgefiihrten Untersuchungen geht somit hervor, daf die von 
mir vorgeschlagene Oxydationsmethode auch bei einem Vergleich 
mit den bei der Polarisationsmethode erhaltenen Resultaten 
befriedigende Ausbeuten gibt. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Shaffer-Marriott gelieferten Vorschriften 
zur quantitativen Bestimmung der $-Oxybuttersiure im Harn 
haben sich bei der Priifung als unbefriedigend erwiesen. 

2. Die von mir ausgefiihrten Versuche, bei der Oxydation 
der f-Oxybuttersiure eine quantitative Ausbeute zu gewinnen, 
sind nicht mit Erfolg gekrént gewesen. 

3. Dagegen hat ein auf empirischem Wege gefundenes 
Verfahren zur quantitativen Bestimmung der B-Oxybutterséure 
zur Ausarbeitung zweier fir klinische Zwecke bestimmter 
Methoden zur Bestimmung des Gehaltes des Harnes an «Aceton- 
kérpern» gefiihrt, und zwar teils einer Methode fiir getrennte 
Bestimmungen des Gesamtacetons und der f-Oxybuttersaure, 
und teils einer Methode zur gemeinsamen Bestimmung aller 
«Acetonkérper» des Harnes, als Acetessigséure gerechnet. 

Die Bestimmungen werden nach folgenden Detailvor- 
schriften ausgefiihrt. 


Apparate und Lésungen. 


Apparate. 


Destillationsapparat nach umstehender Skizze. 
MeBkolben zu 500 und 250 ccm. 
MeBcylinder zu 50 und und 100 ccm, sowie einer zu 1000 ccm mit 


Pfropfen. 
Pipetten und Biiretten, sowie Erlenmeyer-Kolben von geeigneter 


GréBe fiir die Titrierungen. 


Lésungen. 


Bleiessig (Ph. U. S. A.): 180g, Bleiacetat +- 110g Bleioxyd +- 
Wasser (etwa 1000) im Eigengewicht von 1,235 bei 25° C. 

Ammoniak, 25°/oig, acetonfrei. 

Alaunlésung 10 °/o ig. 

Talk. 





Sree ML fe ena 

















Shaffersche Oxydationsmethode auf B-Oxybuttersiure im Harn. 221 


Schwefelsiure, konz. rein. 

Schwefelsdure, 25°/oig, rein. 

Chromatschwefelsdure : 5 g Kaliumdichromat, 10 g Schwefelsaure, 
95 g Wasser. 





Die Vorbehandlung des Harnes. 


20 ccm Harn, 200 ccm Wasser werden mit Bleiessig, 
Ammoniak und Alaun nach folgenden Berechnungsgriinden 
gefallt. 

Zu 20 ccm Harn werden 20 ccm Bleiessig und auberdem 
zu je einem in den 20 cem befindlichen Gramm Traubenzucker 
weitere 25 ccm gesetzt. Hierauf wird von dem 25°/oigen 
Ammoniak ein der Halfte und von der 10°/oigen Alaunlésung 
ein einem Fiinftel der Gesamtmenge des angewendeten Blei- 
essigs entsprechendes Volumen zugesetzt (z. B. zu einem Harn 
enthaltend 5°/o Zucker : 45 ccm Bleiessig, 22,5 cem Ammoniak 
und 9 ccm Alaun); die Mischung wird mit Wasser auf 500 ccm 
verdiinnt, umgeschiittelt und durch ein grofes Filtrum nach 
15—30 Minuten filtriert, wird tiber Nacht stehen gelassen, 
und dann wird vorsichtig, ohne Umschiitteln, so viel des 


“Rayer * 
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Filtrates durch ein Filtrum dekantiert, daB man ein neues, 
volistindig klares Filtrat von 250 ccm erhilt. 


Ausfihrung der Bestimmungen. 


A. Getrennte Bestimmungen des Gesamtacetons und 
der §-Oxybuttersaure. 


250 ccm des Filtrates werden mit 350 ccm Wasser ver- 
diinnt, mit einigen Gramm Talk versetzt sowie mit konzentrierter 
Schwefelsiure, ein ungefahr !/6 der bei der Fallung ange- 
wandten Ammoniakmenge entsprechendes Quantum und auBer- 
dem 2ccm im Uberschu8, angesduert (z. B. angewandtes Ammo- 
niak 22,5 ccm: konzentrierte Schwefelsdure ungefahr : 6 ccm). 
Die Mischung wird 20 Minuten der Destillation unterzogen und 
der Jodverbrauch im Destillat nach Messinger bestimmt. Die 
Anzahl verbrauchte Kubikzentimeter "/10-Jod werden mit 0,967 
multipliziert und man erhalt dann den Gesamtacetongehalt in 
Gramm pro Liter. Nach Erneuerung der Vorlage werden der 
Destillationsfliissigkeit von dem Scheidetrichter auf einmal 
50 ccm Chromatschwefelsdure zugesetzt, worauf die Destillation 
unter kriaftigem Kochen eine Stunde fortgesetzt wird, worauf 
noch 50 ccm Chromatschwefelséure zugesetzt werden. Hierauf 
wird die Destillation fortgesetzt, bis etwa 75 ccm im Destillations- 
kolben verbleiben. Die ganze Destillation ist so zu regeln, 
daB sie in ungefahr 15/4 Stunden bewerkstelligt ist. Vorlage 
und Peligotsrdhre werden vor den Destillationen mit einer 
passenden Menge kalten Wassers — etwa 100 ccm — versetzt 
und die Abkiihlung wird durch reichlichen Zuflu8 von Kihl- 
wasser sichergestellt. 

Das bei der Oxydation erhaltene Destillat wird auf ein 
bestimmtes Volumen verdiinnt, wonach der Jodverbrauch in 
dem ganzen oder in einem geeigneten Teile desselben nach 
Messinger bestimmt wird. Der auf 10 ccm Harn berechnete 
Jodverbrauch wird um 1,2 cem (den normalen des Harns) ver- 
mindert und mit 0,21 multipliziert, wodurch man den £-Oxy- 
butterséuregehalt in Gramm pro Liter erhilt. 
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B. Bestimmung simtlicher «Acetonkorper» des Harns, 
berechnet als Acetessigsiure. 


250 ccm des auf die angegebene Weise nach der Blei- 
essigbehandlung erhaltenen Filtrates werden mit 300 ccm 
Wasser verdiinnt und mit Schwefelséiure in den angegebenen 
Verhiltnissen angesduert, mit Talk versetzt und der Destillation 
unterworfen. Sobald dieselbe in Gang gekommen ist, werden 
vom Scheidetrichter 50 cem Chromatschwefelsiiure zugesetzt. 
Nach einstiindiger kraftiger Destillation werden weitere 50 ccm 
Chromatschwefelséure zugesetzt, worauf die Destillation noch 
1/2—3/4 Stunden, oder bis ungefahr 75 ccm im Destillations- 
kolben verbleiben, fortgesetzt wird. Zur Vermeidung von Aceton- 
verlust wende man die vorher angegebenen Vorsichtsmabregeln 
betreffend Vorlage, Peligotsréhre und Abkiihlung an. 

Das erhaltene Destillat wird auf ein bestimmtes Volumen 
verdiinnt, worauf der Jodverbrauch in dem ganzen oder in 
einem geeigneten Teile desselben nach Messinger bestimmt 
wird. Der Jodverbrauch, auf 10 ccm Harn berechnet — « Acidosis- 
jodzahl» — wird um 1,4 (den normalen des Harnes) vermindert 
und mit 0,2 multipliziert, wodurch man die totale Menge der 
«Acetonkérper», als Acetessigséure berechnet, in Gramm pro 


Liter erhilt. 














Uber die <Restreduktion> des Blutes. 


Bemerkungen zu der Arbeit von O. Schumm, «Unter- 
suchungen uber den Zuckergehalt des Blutes unter physio- 
logischen und pathologischen Verhaltnissen, III. Mitteilung>. 


Von 


W. Griesbach und H. StraBner. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1917.) 


O. Schumm’) hat kiirzlich in dieser Zeitschrift eine Arbeit ver- 
6ffentlicht, die sich zu einem wesentlichen Teil mit einer, von uns vor 
einiger Zeit veréffentlichten, kurzen Untersuchung iiber die Methodik der 
Blutzuckerbestimmung *) befaft. 

Wir hatten vergleichende Bestimmungen an Hunde- und Menschen- 
blut mit vier verschiedenen Methoden, namlich der Polarisation, den 
Kupferreduktionsmethoden nach Lehmann-Maquenne und nach Ber- 
trand, sowie der Quecksilbermethode nach Tachau angestellt. 

Wir suchten hierbei diejenige Methode ausfindig zu machen, die 
bei geniigender Zuverlassigkeit am einfachsten zu handhaben ist. Wenn 
auch keine der Methoden fiir alle Falle gleichmafiig brauchbare Ergeb- 
nisse lieferte, so gelangten wir doch vor allem zu einer Empfehlung der 
Zuckerbestimmung nach Lehmann-Maquenne, die sich im hiesigen 
Institut auch fiir die Bestimmung des Harnzuckers schon seit mehr als 
einem Jahrzehnt aufs beste bewahrt hatte und merkwiirdigerweise trotz 
ihrer Brauchbarkeit fast unbekannt geblieben war. 

Ferner haben wir die Bangsche Mikromethode gepriift, die uns gute 
Resultate gab, wenn auch anscheinend die Werte um 10 °/o zu hoch waren. 

Eine dritte Frage nun, die wir wieder einmal angeschnitten hatten, 
war es, die Schumm Anlafs gab, sich mit unserer Arbeit ausfiihrlich 
zu beschaftigen, wir meinen die Frage der sogenannten «Restreduktion» 
des Blutes. 

Wir konnten in 12 Fallen im Hundeblut nach Vergirung weder 
Reduktion nach Maquenne noch Drehung feststellen. Setzten wir den 
vergorenen Fliissigkeiten bestimmte Zuckermengen zu, so fanden wir bei 
der polarimetrischen und auch bei der titrimetrischen Bestimmung genau 
die den zugesetzlen Zuckermengen entsprechenden Werte. 

Hieraus, sowie aus den Arbeiten von Frank und Brett- 
schneider, *) sowie Takahashi‘) einerseits, und aus den gegenteiligen 


‘ O. Schumm, Diese Zeitschrift, Bd. 96, S. 204, 1915. ~ 

*) W. Griesbach und H. Strafiner, Zur Methodik der Blut- 
zuckerbestimmung. Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 199, 1913. 

%) Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 157; Bd. 76, S. 226. 

*) Biochem. Ztchr., Bd. 30, S. 99, 1910. 
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Befanden der Bangschen Schule, sowie von Schumm und Hegler') 
anderseits glaubten wir folgern zu diirfen, dafi die Methode Bang I 
Stoffe auf irgend eine Weise mitbestimme, die der nach unseren Er- 
fahrungen ungemein exakten Methode nach Lehmann-Maquenne, 
welche wir in ihrer Leistung mit der Polarisation kontrollierten, ent- 
gingen. Wir haben demnach die Anschauung ausgesprochen, dafi die 
Restreduktion als ein Produkt der alten Bangschen Methode anzusehen 
sei. Und weil nun, unserer Meinung nach, durch diese Methode andere 
Stoffe als Traubenzucker, die in ihrer Menge stark und uniibersehbar 
wechseln, nachgewiesen werden, sagten wir, dafS’ Schumm und Hegler 
sich «leider» einer Methode bedienten, die in dem Augenblick, wo es 
eine bessere gab, als weniger brauchbar erscheinen multe. 

Schumm hat daraufhin die Frage der Restreduktion nochmals 
experimentell und zwar mit der von uns empfohlenen und in besonderer 
Weise angewandten Methode nach Lehmann-Maquenne gepriift und 
ist auf Grund seiner Versuche zu einem von dem unsrigen abweichenden 
Ergebnis gekommen. 

Trotzdem wir aus d4uferen Griinden zurzeit nicht mehr in der 
Lage sind, auch unsererseits noch einmal experimentell der strittigen 
Frage naher zu treten, glauben wir dennoch auf Grund der Schummschen 
Arbeit selbst unseren Standpunkt vertreten zu kénnen. 

Die Restreduktion betrug in der friiheren Untersuchung von 
Schumm und Hegler*) im normalen menschlichen Blute nach der 
Methode von Bang I 0,036°/o im Durchschnitt. Schumm gibt jetzt an 
Hand von 10 neuen Versuchen mit der Methode nach Lehmann- 
Maquenne zwar an, dafs die von ihm und Hegler friiher angegebenen 
Zahlen «als betraichtlich zu hoch gelten miissen>, er fiihrt dies aber, soweit 
wir sehen, ausschlieflich darauf zuriick, <daf{ ein ziemlich bedeutender 
Anteil der unvergirbaren reduzierenden Substanz aus Hefe stammt». 

Um die nunmehr erheblich kleineren Werte zu ermitteln, hat 
Schumm fiir die Anwendung der Methode nach Lehmann-Maquenne 
eine Tabelle fiir Zuckerwerte bis herab zu 0,3 mg, d.h. 0,05 com = 
1 Tropfen /i:o-Thiosulfatlisung angegeben. Wir haben, wie Schumm 
richtig vermutet, so kleinen Werten bisher Beweiskraft nicht zuerkannt, 
schon deshalb, wei! bei den zahlreichen Titerermittelungen, die von den 
auf diesem Gebiet erfahrensten Analytikern seit vielen Jahren hier an- 
gestellt werden, Abweichungen von 0,05—0,1 ccm durchaus vorkommen, 
was um so weniger verwunderlich ist, als die austitrierte Fliissigkeit 
sehr leicht und zuweilen sehr rasch nachtraglich wieder blau wird. 

Was nun die auf diese Weise von Schumm neuerlich ermittelten 
Zahlen anlangt, so erblicken wir in ihnen nicht eine Widerlegung, 





1) Mitteilungen a. d. Hamburgischen Staatskrankenanstalten. I. Mit- 
teilung 1911; II. Mitteilung 1913. 
4) lc. S. 447, 1911. 
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sondern im wesentlichen eine sehr willkommene Bestatigung unserer 
friiheren, in Ubereinstimmung mit anderen geduferten Anschauung, dah 
der Restreduktion im Blute — wenigstens im normalen Blute — prak- 
tische Bedeutung nicht zukommt. 

Uns selbst ist es nicht gelungen, eine bestimmbare Restreduktion 
festzustellen (wobei wir allerdings, wie eben erwahnt, so geringfiigige 
Titrationsdifferenzen, wie Schumm sie zum Teil in Rechnung zieht, 
nicht beriicksichtigt haben). 

Schumm und Hegler hatten, wie bereits erwa&hnt, in ihren 
friiheren Versuchen eine Restreduktion von 0,036°/o im Durchschnitt 
gefunden. Ermittelt man auf Grund der von Schumm, in Anlehnung an 
uns mittels der Maquenneschen Methode neuerlich gewonnenen Zahlen 
die Werte fiir die Restreduktion, so bemerkt man, dafi diese Werte von 
0,0072 °/o (Versuch 1, S. 211, dieser héchste Wert berechnet sich iibrigens 
auf Grund einer Titrationsdifferenz von nur 0,1 ccm!) bis zu einem Wert, 
der geringer ist als 0,001°/o, schwanken. Der Durchschnittswert der 
siimtlichen von Schumm mitgeteilten Bestimmungen betragt 0,0032°/o: 
Die Restreduktion ist also, auch wenn man die Titration so kleiner 
Werte mit der Maquenneschen Methode als geniigend genau ansehen 
will, wozu wir keineswegs geneigt sind, auf etwa ‘/11 der von Schumm 
und Hegler durchschnittlich gefundenen von 0,036 °/o zusam- 
mengeschrumpft. Hierbei ist tibrigens noch aufer acht gelassen, dah 
die von Schumm verwandte Hefe, wenigstens bei seiner Art des Ein- 
engens (s. u.) relativ zu den minimalen Werten fiir die Gesamtreduktion 
nach Vergirung, recht erhebliche Reduktion zeigt. Schumm hat fiir die 
jeweils in den einzelnen Blutgirversuchen verwendete Hefe die Eigen- 


reduktion nicht festgestellt. Ermitteln wir aber aus den 12 Versuchen, ~ 


in denen Schumm die Hefe, ohne Vornahme einer Alkoholfallung, auf 
ihre Reduktionskraft untersuchte, den von ihm fiir 5 g Hefe gewonnenen 
Mittelwert, so betrigt dieser 0,45 mg. Unter Beriicksichtigung einer Eigen- 
reduktion der Hefe von dieser Gréfenordnung sind die Werte fiir die 
Restreduktion noch erheblich geringer, in mehreren Versuchen (Vers. 7 
und 8, sowie Vers. 10, S. 212) bleibt keine oder so gut wie keine Rest- 
reduktion iibrig. 

Es ist offenbar Herrn Schumm entgangen, daB die von 
ihm nach Maquenne ermittelten Restreduktionswerte einer 
weit geringeren GréSenordnung angehéren, als die friher 
von ihm gemeinschaftlich mit Hegler ermittelten; denn sonst 
hatte Schumm die Tatsache, daB seine jetzigen Werte nur 
einen sehr geringen Bruchteil der friheren betragen (durch- 
schnittlich nur etwa 9—10% des friheren Durchschnitts- 
wertes), doch sicherlich auch zahlenmaBig hervorgehoben. 

Schumm gibt zwar an, daB seine friiheren Werte als betrachtlich 
zu hoch anzusehen seien, er fiihrt das aber auf den Gehalt der Hefe- 
extrakte an unvergirbarer, reduzierender Substanz zuriick. 
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Demgegeniiber méchten wir mit aller wiinschbaren Bestimmtheit 
und Klarheit nochmals feststellen, daB auch unter Vernachlassigung 
des Hefefehlers die friiher von Schumm und Hegler beob- 
achtete Restreduktion in den neuen Versuchen Schumms fast 
vollkommen verschwunden ist. 

Bei einem normalen Zuckergehalt von annihernd 100 mg pro 
100 ccm Blut spielt fiir die praktische Beurteilung des Blutzuckergehalts 
eine etwaige Restreduktion von 3—4 mg °/o (dies ist ja der neuerlich von 
Schumm durchschnittlich gefundene Wert) schon deswegen nicht die 
mindeste Rolle, weil keine der bisher bekannten Blutzuckermethoden 
mit einer Genauigkeit von 3—4°/o des ermittelten Wertes arbeitet. *) 

Wir miissen also, auch wenn wir die neuerlich von Schumm er- 
mittelten Werte fiir die Restreduktion als richtig ansehen, durchaus auf 
unserer Anschauung beharren, daS — wenigstens im normalen mensch- 
lichen Blute — eine praktisch in Betracht kommende d. h. die Blutzucker- 
bestimmung beeinflussende Restreduktion nicht vorhanden ist, und wir 
sind darin ganz einer Meinung mit J. Bang, wenn er schreibt,*) daB 
«die Restreduktion keine wesentliche praktische Rolle spielt.» Ausdriick- 
lich wollen wir hervorheben, daB moglicherweise in Krankheitszustanden 
die Dinge anders liegen kénnen. 

Ob die minimalen Reduktionswerte, die Schumm nach Vergirung be- 
obachtete, bei unserer Art der Titration unberiicksichtigt geblieben sind, oder 
ob die von uns titrierten, vergorenen Blutextrakte noch armer an reduzie- 
render Substanz waren als die von Schumm, entzieht sich unserem Urteil.’) 

Unsere Auffassung von der Bedeutung der Restreduktion wird in 
gewisser Weise gestiitzt durch neuere Beobachtungen Bangs. Bang 


') Schreiben doch auch Schumm und Hegler (I. c., S. 193, 1913): 
Dagegen ist es bei Verarbeitung von nur 10 ccm Blut in der angegebenen 
Weise (nach Michaelis und Rona-Bang) nicht méglich, durch eine 
solche Analyse zu entscheiden, ob der wahre Zuckergehalt einer Blut- 
probe z. B. 0,09 oder 0,095 °/o betrigt. 

*) J. Bang, Der Blutzucker, S. 18, 1913. 

5) Ob das geringe Reduktionsvermégen der vergorenen Blutextrakte 
und iibrigens auch der Hefeextrakte, das Schumm beobachtete, nur durch 
die Art der von ihm verwendeten Hefe bedingt ist, oder ob die methodischen 
Unterschiede der Weiterverarbeitung der enteiweiBten Girfliissigkeiten bei 
unseren und bei den Versuchen Schumms die voneinander abweichenden 
Ergebnisse bedingten, dariiber kénnen nur weitere Versuche Aufschlu8 
geben, zu deren Ausfiihrung wir im Augenblick keine Gelegenheit haben. 
Wir haben bei der Verarbeitung der enteiweiBten Hefeextrakte hydroly- 
tische Spaltungen dadurch méglichst zu vermeiden gesucht, da8 wir die 
Fliissigkeiten bei 40° des Heizwassers im Vakuum einengten, wahrend 
Schumm anscheinend die essigsauren Extrakte auf dem Wasserbade bei 
gewOhnlichem Druck eindampfte. 
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hatte gefunden, daB mit seiner alten Methode die Reduktion durch die 
neben Zucker im Blute vorkommenden Substanzen — bei normalen 
Werten — etwa 25°/o des Gesamtwertes betrug, waihrend der Restreduk- 
tionswert fiir die Mikromethode nur noch 8—10°/o ausmachte. Nun haben 
aber Bang, sowie zahlreiche andere Autoren, auch wir selbst, gefunden, 
daB die durch die Mikromethode ermittelten Blutzuckerwerte konstant 
um 10°/o zu hoch sind. Und weiter ist es Bang neuerdings‘) gelungen, 
nachzuweisen, da fiir diese 10°/o die Bindung des Jods an Eiweifi ver- 
antwortlich gemacht werden muB. Nach EnteiweiBung mit 0,5 °/o Uranyl- 
acetat gibt die Mikromethode um 10°%o kieinere und mit der Methode 
nach Bertrand iibereinstimmende Werte. Es ist wohl durchaus be- 
rechtigt, anzunehmen, daB dieser durch EiweiB bedingte Jodverbrauch 
die <Restreduktion» der Mikromethode bewirkt hat. 

Schumm tritt nun weiterhin eindringlich gegen unsere Behauptung 
auf, daB die Methode Bang I zu hohe Werte liefere und belegt seine 
Behauptung des Gegenteils einesteils mit eigenen Analysen, anderseits 
mit der Tatsache, da8S Bang die Leistung seiner Mikromethode durch 
die alte Methode bewiesen habe. Nun hat aber Bang selbst jetzt die 
Mikromethode in ihrer alten Form deshalb fiir ungeeignet erklart, weil 
sie mit Methode Bang I tibereinstimmende, zu hohe Werte liefert, und hat 
die Methode Bertrand — deren ausnahmsweises Versagen wir durchaus 
nicht leugnen — zum beweisenden Vergleich herangezogen. Daraus folgt, 
daB Bang selbst die Werte seiner alten Methode jetzt als zu hoch ansieht. 

Nicht ganz verstindlich ist uns die Angabe Schumms, da8 die 
Methode von Lehmann-Maquenne, die sich ihm bei der Untersuchung 
von frischem Blute gut bewihrte, <in einzelnen Fallen bei der An- 
wendung auf vergorene, nach der Methode von Rona und Michaelis 
enteiweiSte Blutausziige> versagte. *) 

Worin sich dieses «Versagen>» iuBerte, sagt Schumm nicht. Sollte 
es etwa darin bestanden haben, da in diesen Fallen nach 
der Vergirung reduzierende Substanz sich ttberhaupt nicht 
nachweisen lieB, ganz in Ubereinstimmung mit unseren 
eigenen Ergebnissen? 

Wir wollen uns zunichst auf diese wenigen Bemerkungen be- 
schranken. 

Die aus den neuerlich von Schumm mitgeteilten Versuchen er- 
rechneten Werte fiir die «<Restreduktion» am normalen Blute sind jeden- 
falls gegeniiber den friiher von ihm verd6ffentlichten Restreduktionswerten 
und auch gegeniiber der Gesamtreduktion des Blutes so auBerordentlich 
geringfiigig, da8 ihnen fiir die Praxis der Blutzuckerbestimmung, inner- 
halb deren Fehlergrenzen sie fallen, keinerlei Bedeutung zukommt. 


‘) Methode zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile, 1916, S. 40. 
*) O. Schumm, Diese Zeitschr., Bd. 96, S. 232 u. 235, 1915/16. 


























Uber die Synthese der Hamatinsdure und iber die Oxydation 
des Hamatins. 
Von 
William Kiister und Johannes Weller. 





(Mitteilung aus dem Laboratorium fir organische Chemie der Technischen Hochschule 
Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Mirz 1917.) 


Die Synthese der Hamatinséure ist von uns bisher nur 
in einer kurzen Abhandlung beschrieben worden.') Wir kommen 
auf dieselbe nunmehr eingehender zuriick, zumal wir die be- 
reits mitgeteilten Beobachtungen erginzen k6nnen. 

Als Ausgangspunkt fiir die Synthese der Hamatinsdure 
diente der Acetylglutarsdéureester; durch Anlagerung von Blau- 
siure und Verseifung der erhaltenen Verbindung wurde ein 
amorpher Stoff erhalten, der als ein Gemisch racemischer 
Oxysdéuren mit ihren Lactonen durch die Analyse von Salzen 
und einem Methylester charakterisiert werden konnte. Durch 
Abspaltung von Wasser, die durch Erhitzen unter vermin- 
dertem Druck erreicht wurde, ging daraus fast quantitativ 
Haimatinsaure hervor, so daf$ folgender Verlauf der Reaktionen 
festgelegt werden konnte: 


‘a OH 
: | 
* H,C—CO—CH—COOR + HCN = H,C—C—CH—COOR 
y | | | 
CH,—CH,—COOR CN CH,—CH,—COOR 
abspaltung 


| | 
H,C—C———_C—CH,—CH,—COOH — —» H,C—C———C—CH,—CH,—COOH 


| | | | 
COOH COOH OC—O—CO 





') Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 47, S. 532 (1914). 
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Als Nebenprodukt trat Acetylbuttersaéure auf, entstanden 
aus Teilen des Acetylglutarsaureesters, die sich der Konden- 
sation mit Blausdéure entzogen hatten, 

H 
H,C—CO—C—COOR H,C—CO—CH, 


| ae + CO, 
CH,—CH,—COOR CH,—CH,—COOH 


Sie lie&S sich der wasserigen Lésung der Verseifungs- 
produkte mit Hilfe von Chloroform entziehen, wahrend die 
Oxysdéuren und deren Lactone aus der Loésung erst durch 
Ather weggenommen wurden. Der Riickstand der dtherischen 
Lésung, der, wie erwahnt, gew6hnlich amorph erschien, zeigte 
nun bei einem Versuch nach langerer Aufbewahrung einige 
Krystalle, die mechanisch entfernt werden konnten. Durch 
Impfen mit denselben gelang es dann bei zwei weiteren Ver- 
suchen, zu denen jedesmal 9g Acetylglutarséureester verwendet 
worden waren, so viel krystallisiertes Material zu erhalten, 
da8 eine analytische Untersuchung ermdglicht wurde. Diese 
ergab das Vorliegen einer racemischen Oxyséure C,H,,0,+-H,0, 
die als die eine Form der theoretisch méglichen Konfigurationen 
einer B-Oxy-fye-pentantricarbonséure angesprochen werden 
mu8, wiahrend der friiher beschriebene amorphe Stoff beide 
Formen enthalten haben diirfte, da die aus ihm hergestellten 
Baryumsalze ganz andere Léslichkeitsverhaltnisse aufwiesen, 
als sie jetzt an dem aus der krystallisierten Saéure hergestellten 
Baryumsalz beobachtet wurden. 

Als ein neues Resultat kann ferner mitgeteilt werden, 
daf beim Erhitzen der Oxysaéuren unter gewohnlichem Druck 
ebenfalls Hamatinsdéure entsteht, und bei der Destillation unter 
vermindertem Druck wurde neben Methylathylmaleinsaure- 
anhydrid und Himatinséure auch eine Saure beobachtet, die 
nach Entfernung des Anhydrids, das mit Wasserdimpfen 
fliichtig ist, und nach Extraktion der Himatinséure mittels 
Chloroform in der wasserigen Loésung zuriickblieb und sich 
dieser durch Ather entziehen lieB. Ihr kommt die empirische 
Formel C,H,,0, zu, beim Erhitzen bis zum Schmelzpunkt tritt 
unter Gasentwicklung Zersetzung ein. Die gleiche Séure wurde 

















— 





Uber Synthese der Himatinsdure und iiber Oxydation des Hamatins. 231 


dann bei der Destillation des Produktes aufgefunden, das aus 
Himatinséure beim Kochen mit Laugen entsteht und als eine 
y-Lactonsdure in Beziehung zum Carboxyl ¢« nach der Analyse 
angesprochen werden konnte, wahrend die beschriebene syn- 
thetisch gewonnene Oxysdéure ein d-Lacton geben kann: 


H 
| H 
H,C—C—CO H,C—C—COOH H,C—C—COOH 
| a atts | 
Coon CH,—CH,—C—C€0 Coon CH,—CH,C—COOH i inset Waiiae 
| 
OH ~~ 


Nach diesen Beobachtungen war es wahrscheinlich, daf 
auch die Hamatinséure bei der Destillation die neue Siure 
liefern wiirde, die nach ihren Eigenschaften als ein Derivat einer 
Itaconséure angesprochen werden mu, und der Versuch hat 
dieser Erwartung entsprochen. Auch hier handelte es sich 
aber stets um so kleine Mengen, daf eine Feststellung der 
Konstitution bisher nicht erfolgen konnte. Allem Anschein 
nach ist sie identisch mit der von W. Kiister beschriebenen 
Saure C,H,,0,, die neben Methylathylmaleinsaéureanhydrid bei 
der Verseifung des Imids entstand, das durch Erhitzen von 
Hamatinsaure mit alkoholischem Ammoniak bei 130° unter 
Abspaltung von Kohlendioxyd hervorgegangen war.!) Wenig- 
stens zeigte ein Gemisch der beiden Séuren unter gleichen 
Bedingungen den gleichen Schmelz- resp. Zersetzungspunkt 
wie die einzelnen Sauren.?) 

Da nun die von Fr. Fichter und E. Rudin’) aus Methyl- 
iithylmaleinséure durch Kochen mit Natronlauge erhaltenen 
Sduren andere Schmelzpunkte aufweisen und von Fichter 
und Schlaepfer*) als Itaconséuren angesprochen werden, die 





1) Liebigs Annalen der Chemie, Bd. 315, S. 216 (1900). 

*) Der Schmelz- resp. Zersetzungspunkt wird hier bei 175—176° 
angegeben, bei schnellerem Erhitzen liegt er bei 180°; den gleichen Zer- 
setzungspunkt zeigte ein von Herrn Weller dargestelltes Praparat und 
die Mischprobe. 

5) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 37, S. 1615 (1904). 

4) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 39, S. 1535 (1906): 

17* 











232 W. Kister und J. Weller, 


bei 202° schmelzende als a-B-Dimethylitaconsiure, die bei 150° 
schmelzende als 6-Athylitaconsaure,') 


H 
H,C—C=C—COOH H,C=C—COOH 
| und | 
H,C—C—COOH CH,—CH,—_C—COOH 
H H 


und unsere Sdéure sowohl aus dem 6- wie aus dem y-Lacton 
entsteht, kénnte man versucht sein, an eine Aticonsdéure zu 
denken: 


H 
H,C—C—COOH H,C—C—COOH 
| | 
o— | 0 | 
CO —CH,— CH,— CH— COOH CO—CH,—CH,—C—COOH 
% ‘oo 
H 
H,C—C—COOH 
| 
H,C—=CH—C—COOH 
H 


doch schlieBen die Eigenschaften der Saure die Zugehorigkeit 
zu dieser Klasse aus.?) Danach bleibt die Méglichkeit offen, 
daB die bei 180° schmelzende Séure die geometrisch isomere 
Form zu der von Fichter beschriebenen a-B-Dimethylitacon- 
siure®) vorstellt, welche tibrigens auch ein asymmetrisches 
Kohlenstoffatom aufweist, so da von den optisch aktiven 
Siaiuren sogar vier verschiedene Konfigurationen theoretisch 





') Nach der von Fittig eingefiihrten Nomenklatur. 

*) Die von Fittig (Liebigs Ann. der Chemie, Bd. 304, S. 211 und 
313 [1899]) beschriebenen Aticonsaurederivate, Dimethyl- und Isobutyl- 
aticonséure, schmelzen ohne Zersetzung. 

°) Bemerkenswert ist, dah die Abspaltung des Carboxyls erfolgen 
muf, das die Lactonbindung eingeht, weil dies bei den Paraconsduren 
nicht der Fall ist. Nach Fichter und Rudin liefert z. B. a-y-Dimethyl- 
paraconsdure bei der Destillation a-Methyl-f-y-pentensiure : 


COOH 
| 
H,C—CH—CH—CH—CH, ——» H,C—CH=CH—CH—CH, 
| | | 
0 CO COOH 
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mdglich sind.1) Da sich nun ferner diese Saéure aus der Hé- 
matinsdure beim Erhitzen bildet, ware es nicht ausgeschlossen, 
daB letztere dabei eine teilweise Umlagerung erleidet derart, 
da sich das Lacton der y- oder auch das der 5-Oxysaure bildet: 


.c-—-C—CO H,C—C—CO 
| So — So 
CooHCH,—CH,—C—CO7% CH, —CH,-- b_co/ 
| 
05.0] 


Und diese Umwandlung konnte sich auch schon beim Erhitzen 
der Haimatinséure mit alkoholischem Ammoniak unter Druck 
vollzogen haben, so dal das hierbei unter Abspaltung von 
Kohlendioxyd gebildete Imid, das zunaéchst d. h. im rohen 
Zustande immer einen unscharfen Schmelzpunkt aufwies, be- 
reits das Imid der Itaconséure enthalten hat, das dann bei 
der Verseifung die kleine Menge der Itaconsiure lieferte. Zur- 
zeit liegt allerdings kein anderer Beweis fiir diese Anschauung 
vor, als die Beobachtung Fichters, wonach sich bei der 
Einwirkung von Natronlauge auf Methylathylmaleinsaéure an- 
dere Sduren bilden, und unsere Séure demnach nicht aus dem 
Methylathylmaleinimid erst bei der Verseifung mit Barytwasser 
entstanden sein kann. Bei diesem Prozefi erhielt nun der 
eine von uns neben den Baryumsalzen der Methylathylmalein- 
siure und der Itaconséure auch eine hornartige Masse als 
leicht loslichen Riickstand,?) und es ist nicht unwahrscheinlich, 
dafi in diesen Baryumsalzen solche von Oxysauren vorliegen, 
die sich durch Anlagerung von Wasser an die ungesattigte 
Sdure gebildet haben. Erleidet doch die Himatinsdure, wie 
schon erwahnt, die gleiche Umwandlung unter dhnlichen Be- 
dingungen, allerdings erst beim Kochen mit starken Laugen, 
nicht durch Barytwasser, wie ein besonderer Versuch erwiesen 
hat. Dieses Verhalten bietet daher noch keine Erklarung fiir 





1) Unsere Saiure konnte der kleinen Menge wegen, die wir in 
Handen haben, nicht auf optische Aktivitaét untersucht werden. Es ist 
auch wenig wahrscheinlich, daf\ sie solche aufweisen wird. 

*) Liebigs Annalen, Bd. 345, S. 212 (1905). 
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die 6fters beobachteten schlechten Ausbeuten an reiner Ha- 
matinséure, wenn zur Reinigung des bei der Oxydation des 
Himatins gebildeten rohen Gemisches von Hamatinsiureimid 
und -anhydrid die Verseifung mit Barytwasser angewendet 
worden war, wobei neben dem unldslichen Baryumsalz der 
Hamatinsaure auch leicht in Wasser lésliche Baryumsalze auf- 
treten. Da nun letztere sich von Oxysduren ableiten diirften, 
denn es gelang wenigstens, die aus ihnen hergestellten Sauren 
durch Erhitzen in Hiimatinséure tiberzufiihren, d. h. unter 
gleichen Bedingungen wie die synthetische -Oxyséure und 
die y-Lactonsiéure, so miissen diese Oxysiuren gleichfalls aus 
der Oxydation des Himatins hervorgehen. Wahrscheinlich 
haben sie sich unter der Einwirkung der bei diesem Prozesse 
verwendeten Schwefelsiure aus der Haématinséure gebildet.') 
Dafiir spricht die oft mangelhafte Ausbeute an reiner Hiimatin- 
siure bei der Verseifung des Hiimatinséureimids durch Schwefel- 
siiure?) und ferner die neuerdings gemachte Beobachtung, dab 
viel leicht lésliches Baryumsalz entsteht, wenn die Oxydation 
des Hamatins in schwefelsaurer Lésung durch Chromsiure 
vorgenommen wird. 

Doch wiire auch noch an eine andere Moglichkeit fiir 
das Entstehen von Oxysiure zu denken, deren Auftreten die 
Ausbeuten an Hamatinsaéuren herabdriicken mu8, wie dies von 
uns namentlich festgestellt werden konnte, wenn alte Hamin- 
praparate der Oxydation unterzogen worden waren. Wenn 
nimlich die Himatinsaure eine Lactonsiure durch Umlagerung 
geben kann, so ist eine Ubertragung der Anschauung auf das 
Hiimatin selbst in Betracht zu ziehen, d.h. es kann fir die 
carboxylierten Pyrrolkerne im Hamatin mit einer Umlagerungs- 
moglichkeit im folgenden Sinne gerechnet werden: 





‘) Am einfachsten lassen sich die unges&ttigten Siuren durch ver- 
diinnte Schwefelséiure in Lactone tiberfiihren, indem man sie mit einem 
Gemisch gleicher Volumina konzentrierter Schwefelsiure und Wasser kurze 
Zeit erwirmt. Fittig, Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 16, S. 373 (1883), Stobbe 
und Vieweg, Ber., Bd. 35, S. 1734 (1902). 

*) Mezger, Dissertation (Tiibingen 1902), S. 12/14; Lacour, Disser- 
tation (Wiirzburg 1907), S. 37. 
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H 
H,c—C—C7 H,C—C—CZ 
T \ ~ 
>) | DN 
CooHCH,—CH, a ae co— CH,—CH,—C— CC 


Eine solche Umlagerung, wie sie von W. Kiister in 
ahnlicher Art auch schon fiir das Bilirubin') angenommen 
worden ist, kénnte dann vielleicht auch fiir die Unléslichkeit 
einiger Monoalkylester des Hamins in Alkalien als Erklérung 
herangezogen werden. 


Experimenteller Teil. 


I. Die Darstellung des Acetylglutarsiureesters 


erfolgte nach der von Conrad und Limpach?) gegebenen 
Vorschrift fiir die Gewinnung von Acetsuccinsaureester. 

2,3 g Natrium wurden in 32 g absoluten Alkohol gelést, 
nach dem Abkiihlen erfolgte der Zusatz von 14 g Acetessig- 
ester*) und sofort darauf von 22,8 g 6-Jodpropionsdureester,*) 
wonach Erwarmung und Triibung erfolgte. Nach zweistiindigem 
Erwarmen auf dem Wasserbade am Riickflufkiihler wurde der 
Alkohol abdestilliert, das abgeschiedene Jodnatrium in Wasser, 
die organischen Stoffe in Ather gelist und die dtherische 
Lésung mit kleinen Mengen Wassers geschiittelt, bis die Re- 
aktion auf Jodionen verschwunden war. Aus der getrockneten 
fitherischen Lésung wurde der Ather abdestilliert und der 
Riickstand bei vermindertem Druck fraktioniert. Die bei 
22—25 mm bei 169—171° siedende Fraktion — ein farbloses, 
schwach riechendes 0] — stellte den Acetylgutarsiureester vor. 

0,1970 g Substanz : 0,4137 CO, und 0,1315 H,O. 
C,,H,,0,;. Ber.: 57,4 %o C und 7,8 °o H 
Gef.: 57,26% » » 7,42% H. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 99, S. 98 (1917). 

*) Liebigs Ann. der Chemie, Bd. 192, S. 157 (1878). 

3) Berechnet sind 13 g. 

*) Der von Kahlbaum hezogene Ester wurde nach den Angaben 
von J. Wislicenus (Ann., Bd. 192, S. 128) durch Schiitteln mit verd. 
Natronlauge gereinigt und iiber geglithter Pottasche getrocknet. 
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I]. Die Anlagerung von Blausdure an den Acetylglutar- 
saureester 


geschah in Anlehnung an die fir die Darstellung des Nitrils 
des Methylathylapfelséureesters von K. Haas ausgearbeitete 
Vorschrift') in der Weise, dai die Lésung von 9 g des Esters 
in 27 g Ather mit 7,5 g feinst gepulvertem reinen Cyankalium?) 
versetzt und das gekithlte Gemisch mit der berechneten Menge 
Salzsiure (10,5 g vom spez. Gew. 1,19) in kleinen Portionen 
versetzt wurde. Beim Zusatz des Cyankaliums zur atherischen 
Lésung des Esters trat immer eine Gelbfarbung des Salzes 
auf, die auf Zusatz der Salzséure sofort verschwand. Nach 
dreitigiger Einwirkung waren die atherischen Lésungen, welche 
das Anlagerungsprodukt enthielten, immer nur schwach gelb 
getarbt, die Abscheidung einer wasserigen Schicht wurde nicht 
beobachtet. Die atherische Lésung wurde dann durch Watte 
filtriert, das feuchte Salz wiederholt mit Ather ausgewaschen, 
der Ather abdestilliert und der Riickstand zur Vertreibung 
anhaftender Blauséiure unter Durchleiten von Luft im Wasser- 
bade erwaérmt. Es hinterblieb dann ein bréunlich gefarbtes 
Ol von eigenartigem, nicht gerade unangenehmem Geruch. 


III. Die Verseifung des Cyanwasserstoffanlagerungs- 
produktes 
wurde durch vierzehnstiindiges Erhitzen mit 70 g 25°/oiger 
Salzsdéure im Wasserbade am RiickfluBkiihler bewirkt. Ob eine 
kiirzere Behandlung angangig ist, wurde nicht erprobt, doch 
sei bemerkt, daf von dem anfangs auf der Salzséure schwimmen- 
den Ol schon nach halbstiindigem Erwirmen nur noch Spuren 
vorhanden waren. Die braungelbe Fliissigkeit wurde nunmehr 
in einem Extraktionsapparat mit Ather ausgezogen, was trotz 
tagelanger Behandlung nicht vollsténdig gelang, da der nach 
dem Verdampfen der salzsauren Lésung_hinterbleibende 





1) Liebigs Annalen der Chemie, Bd. 345, S. 12 (1905). 

*) Diese Menge stellt das Dreifache der berechneten vor, welcher 
Uberschuf sich fiir Erlangung guter Ausbeuten als hichst zweckmabBig 
erwiesen hat. Besonderer Wert ist auch darauf zu legen, da8 das Cyan- 
kalium aufs feinste gepulvert ist. 




















Uber Synthese der Himatinsaure und iiber Oxydation des Hamatins. 237 


Riickstand an Ather noch Substanz abgab. Aus der atherischen 
Lésung wurde dann das Lésungsmittel abdestilliert, der Riick- 
stand in Wasser gelést, und diese Lésung mit Chloroform 
extrahiert, wodurch ein Nebenprodukt beseitigt wurde. Es erwies 
sich nach allen Eigenschaften als Acetylbuttersdure, durch 
Verseifung derjenigen Teile des Acetylglutarséureesters ent- 
standen, an die eine Anlagerung von Blausiure nicht erfolgt 
war. Ihre Reinigung erfolgte nach Abdestillation des Chloroforms 
durch Aufnahme des Riickstands in Wasser und Extraktion 
mit Ather. Der Schmelzpunkt des so gewonnenen Hydrats der 
Acetbutterséure lag bei 35—36°. 

Bei diesen Versuchen wurde auch festgestellt, daB dieses 
Hydrat mit Wasserdampfen nur in sehr geringem Grade fliichtig 
ist, wahrend die wasserfreie Acetbuttersaéure sich schon bei 
Zimmertemperatur ein wenig, bei Wasserbadtemperatur erheblich 
verfliichtigt. 

Die von der Acetylbutterséure befreite Losung muBte das 
gewlinschte Produkt, die Oxysaure 


CH,—C(OH)—CH—CH,—CH, 
| | | 
COOH COOH COOH 


enthalten, da eine Probe des Riickstands beim Erhitzen den 
Geruch nach Methylathylmaleinsaéureanhydrid deutlich gab. Bei 
einem zweiten Versuch wurden aus 0,455 g des Riickstandes 
0,3 g Destillat erhalten, wihrend 0,04 g eines braunen, harzigen 
Stoffes im Entwicklungsgefaé& blieben. Das Destillat wurde 
nunmehr mit Wasserdémpfen behandelt, wobei eine Trennung 
erreicht wurde. 

a) Das Wasserdampfdestillat, das Oltropfen enthielt, 
verbrauchte, heif mit Phenolphthalein als Indikator titriert, 
12,6 ccm 4/s-n-Barytwasser. Beim Einkochen der Baryumsalz- 
lésung auf 28 g trat ziemlich reichliche Abscheidung von 
Krystallen ein, die unter dem Mikroskop als Geschiebe von 
Blattchen erkannt wurden. Beim Erkalten lésten sie sich 
allmahlich wieder auf. Danach lag das Baryumsalz der Methyl- 
aithylmaleinsiure vor, deren Menge sich nach dem Barytver- 
brauch zu 0,1764 g berechnet. 














238 W. Kiister und J. Weller, 


b) Die riickstandige Fliissigkeit hinterlie8 beim Eindampfen 
0,02 g einer schwach gelblich gefarbten krystallinischen Substanz, 
die bei 150—160° schmolz und bei weiterem Erhitzen Gas- 
blischen entwickelte. Hamatinséure war somit ausgeschlossen.') 

Ferner wurde festgestellt, daf die Destillation unter 
Entwicklung von Kohlendioxyd erfolgte, die bei 160—180° 
sehr schwach war und erst beim Erhitzen bis 230° stark 
einsetzte. Bei dieser Temperatur des Bades und Verminderung 
des Druckes auf 10 mm erfolgte dann auch die vollstandige 
Destillation der beiden beschriebenen Saéuren. War somit auch 
jeder Zweifel behoben, da® die gesuchte Oxyséure durch die 
Synthese erhalten worden war, so erwiesen doch die Titrationen 
bestimmter Mengen des sirupartigen Stoffes mit Barytwasser 
bei Zimmertemperatur und beim Kochen, da’ es sich um ein 
Gemisch von Oxyséuren und deren Lactonen handelte, denn, 
wenn die Synthese den gewiinschten Verlauf genommen hatte, 
mubte ein Gemisch von zwei racemischen Oxysduren vorliegen, 
da die B-Oxy-B-y-e-pentantricarbonséure zwei asymmetrische 
Kohlenstoffatome aufweist. Nun wurde noch festgestellt, daB 
die Aufspaltung des Lactonrings durch Barytwasser bereits bei 
Zimmertemperatur erfolgte, daB langeres Kochen ohne EinfluB 
auf das Titrationsergebnis war und dafi eine Vermehrung der 
Lactonbildung durch Erhitzen mit verdiinnten Saéuren nicht zu 
erreichen war, die immer nur in geringem Grade eingetreten 
sein konnte. 

a) Je 0,2719 g des Sirups verbrauchten: bei Zimmer- 
temperatur 16,58, in der Hitze 16,43, nachdem 10, 20 und 
30 Minuten mit der Barytlésung gekocht worden war, 16,8, 
16,8 und 16,76 ccm !/s-n-Ba(OH),, wiahrend sich fiir eine 
dreibasische Saéure C,H,,0, 18,54 ccm berechnen. 

b) 0,2638 g Sirup aus einem anderm Versuch verbrauchten 
zur Neutralisation 15,95 ccm !/s-n-Ba(OH),. Nach halbstiindigem 
Kochen mit 20 ccm '/s-n-H,SO, verbrauchte eine Probe von 
gleichem Gewicht 35,8 — 20 = 15,8 ccm '/s-n-Ba(OH), bis 





‘) Die Séiure wurde dann spiater als Itakonsiurederivat erkannt, 
vgl. Teil VI. 
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zur Neutralisation bei Zimmertemperatur, zur Verseifung in 
der Hitze dann noch 1,1 ccm. 

Die Herstellung eines Baryumsalzes aus den mit Chloro- 
form extrahierten Lésungen des Rohproduktes, welche das 
Gemisch der Oxysiure mit ihren Lactonen enthielten, erfolgte 
durch Zusatz von Barytwasser im Uberschu8, Entfernung des 
letzteren durch Einleiten von Kohlendioxyd, Aufkochen und 
Filtrieren vom Baryumcarbonat, wonach das Filtrat verdampft 
wurde. Das so erhaltene amorphe Baryumsalz ldéste sich in 
etwa der zehnfachen Menge siedenden Wassers und enthielt 
nach dem Trocknen bei 100° 46,27°/o Ba, wahrend sich fiir 
das Salz (C,H,O,),Ba, 48,64°/o Ba berechnen. Es muBte also 
schon wiihrend der Darstellung wieder zur Bildung von Lacton 
gekommen sein. Es wurde deshalb in der Erwartung, dab 
die Lactonsaéure zuerst durch Salzséiure in Freiheit gesetzt 
wird, zur fractionierten Zerlegung des Baryumsalzes geschritten. 
Doch zeigte sich, da® Ather aus der mit Salzsiure nur schwach 
libersattigten Lésung des Baryumsalzes (angewendet 6,2 g Salz 
und 9 g Salzsaure, ber. 6,1 g 25°/oige HCl zur Bindung des 
Baryums) so gut wie keine organische Saéure wegnahm. Erst 
auf Zusatz von 40 g HCl wurden 1,3, nach weiterem Zusatz 
von 20 g 1,4 g Atherextrakt erhalten. Die Titration mit Baryt- 
wasser zeigte dann, daf die 1,3 g etwa '/s, die 1,4 g etwa 
1/, Lactonséure enthalten muBte. 

Es war aber durch diese Behandlung insofern eine An- 
derung in der Zusammensetzung des Gemisches der Séuren 
mit ihren Lactonen eingetreten, als die jetzt erhaltenen Baryum- 
salze sich bereits in kaltem Wasser spielend listen. Es ge- 
lang, aus der Fraktion von 1,3 g eine 28°/o, aus der von 
1,4 g eine 44°/o Baryumsalz enthaltende Liésung herzustellen. 
Diese Lésungen erstarrten beim Einstellen in kochendes Wasser 
zu einer Gallerte, die beim Erkalten wieder fliissig wurde und 
in lauem Wasser sich vollstindig und klar wieder léste. Eine 
19°/oige Lésung gab beim Erhitzen noch eine erhebliche, eine 
14°/oige nur noch eine geringe Abscheidung. Die konzen- 
trierten Lésungen zeigten gegen Lackmus alkalische Re- 
aktion, sehr verdiinnte eine amphotere. Kohlendioxyd, in 
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eine 90° heiBe 7°/oige Lésung eingeleitet, bewirkte nur eine 
schwache Triibung. 

Das aus einer 4°/oigen Lésung dieser Baryumsalze her- 
gestellte Silbersalz zeigte nach dem Trocknen bei 90° die 
der Formel C,H,Ag,0, etwa entsprechenden Werte I; doch 
ist auch die Formulierung mit 1/2 H,O in Betracht zu ziehen. 
Wenigstens stimmten die bei einer zweiten Analyse gefundenen 
Werte besser auf die letztere. Hier war das Silbersalz direkt 
aus dem mit Ammoniak neutralisierten Gemisch der Oxysduren 
und ihrer Lactone durch Silbernitrat als voluminéser, weifer, 
in kaltem Wasser sehr schwer loéslicher Niederschlag gefallt 
worden, der nach dem Trocknen im Vakuum sich ein wenig 
verfarbt hatte: 

II. 0,2740 g Substanz : 0,1730 CO,, 0,0537 H,O und 0,1607 Ag 
C,H,Ag,O, + */2 H,O. Ber.: 17,46°/o C 1,82°% H 58,91 °/o Ag 
I.') Gef.: 17,57 °/o 1,77 °/o 59,11 °/o 
I]. 17,22 Jo 2,18 %/o 58,65 °/o. 

Die Gewinnung der Haématinsiure aus dem Gemisch der 
Oxysiuren mit ihren Lactonen durch Erhitzen unter vermin- 
dertem Druck ist bereits in den «Berichten» beschrieben. 
Wir kénnen nunmehr ergiinzend mitteilen, daB die zum Ge- 
lingen dieses Vorgangs n6tige Wasserabspaltung ohne Zer- 
setzung unter Entwicklung von Kohlendioxyd sich auch 
unter gewOhnlichem Druck vollziehen la8t. Es wurden hierbei 
0,3705 g des Sirups in einem Paraffinbade erhitzt, dessen Tem- 
peratur binnen 36 Minuten von 175° auf 181° stieg. Das 
Gewicht des Riickstandes betrug dann 0,3424 g. Die Lésung 
desselben in 10 g Wasser gab bei dreimaligem Ausschiitteln 
mit je 15 ccm Chloroform 0,213 g Extrakt, das fast farblos 
war und sofort nach dem Abkihlen in den bekannten Formen 
der Haimatinsdure krystallisierte. Beim Eindampfen der mit 
Chloroform ausgeschiittelten Fliissigkeit blieben 0,104 g Riick- 
stand. Durch Erhitzen desselben im Paraffinbade und ein- 
maliges Auskochen des Produktes mit Chloroform wurden 
noch 0,072 g Extrakt gewonnen, das braun gefarbt war und 
erst nach langerer Zeit krystallisierte. Doch lag auch hier 





1) Vgl. Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 47, S. 534 (1904). 
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Himatinsaéure vor, so daB die Ausbeute an derselben iiber 
70°/o der verwendeten Oxysiuren betrug. 


IV. Die rac. B-Oxypentan-B-y-e-tricarbonsaure. 


Bei einem unserer Versuche zeigten sich in dem Riick- 
stand des iitherischen Auszugs der wisserigen Liésung, die 
nach Verseifung des Blausiureanlagerungsproduktes an den 
Acetylglutarsdiureester mittels Salzsiéure, Extraktion dieser 
Lésung mit Ather und Aufnahme des Riickstands in Wasser 
erhalten und zur Entfernung der Acetbuttersaure mit Chloro- 
form extrahiert worden war, nach wochenlangem Stehen einige 
Krystalle, die mechanisch entfernt und durch Betupfen mit 
Ather von der anhiingenden Mutterlauge befreit werden konnten. 
Durch Impfen mit diesen Krystallen gelang es dann, bei einigen 
weiteren Versuchen eine teilweise Krystallisation des sirupdsen 
Atherriickstandes zu bewirken. Die Trennung von diesem 
erfolgte durch Ather, in welchem die Krystalle schwerer lis- 
lich waren. Aus zwei Versuchen mit je 9,5 Acetglutarsaure- 
ester wurden hierbei 3,6 g einer farblosen Saure erhalten, die 
zunachst bei 103—106° schmolz; durch zweimaliges Umkrystal- 
lisieren aus heifem Wasser verblieben 0,8 g krystallisierte 
Saure,!) die den Schmelzpunkt 108—110° aufwiesen. Diese, 
nicht hygroskopische Séure zeigte beim Trocknen im Exsik- 
kator keine Abnahme und erwies sich als das Hydrat der 
Oxyséure C,H,,0,. 

0,1993 Substanz : 0,2950 CO, und 0,1059 H,0. 
C,H,,0, + H,O. Ber.: 40,34°/o C und 5,88 %0 H. 
Gef. : 40,37 °/o 5,9 Jo. 

Titration. 0,3082 g Substanz verbrauchten zur Neutrali- 
sation 19,4 !/5-n-Ba(OH), (Phenolphthalein), berechnet fiir 
C3H,,0,H,O0, dreibasisch 19,4 ccm. 

Die sodaalkalische Lésung der Séure erwies sich gegen 
Kaliumpermanganat ziemlich bestindig, d. h. die Entfarbung 





‘) Aus den Mutterlaugen wurde noch 1 g unscharf zwischen 104—110° 
schmelzende Saure gewonnen, dann hinterblieb eine zahe Masse, die nicht 
zum Krystallisieren zu bringen war. 
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trat erst nach einstiindiger Einwirkung ein. Bei langerem 
Erhitzen auf 90° verliert die krystallisierte Saure nicht nur 
das Krystallwasser, sondern auferdem noch fast zwei Mole- 
keln Wasser, so daf es also zur Lacton- und zur Anhydrid- 
bildung kommt. 


0,5025 g Subst. verloren bei 1 tagigem Erhitzen auf 90° 0,0586 g = 11,66°/o 


0,5025 >» » > >» 2 » » >» 90° 0,0703 » = 13,99 °/o 
0,5025 > >» > > 4 » > > 90° 0,0796 » = 15,84°)0 
0,5025 >» » > > 5 » > > 90° 0,0814 » = 16,2 Jo 
0,5025 > >» > a a. > > 90° 00869 >» = 17,3 %/e 


Bei einem zweiten Versuch wurde ein Gewichtsverlust 
bis 20,4°/o beobachtet. Berechnet fiir 1 H,O: 7,56°/o, 2 H,O 
15,13°/o, 3 H,O 22,69%o. 

Der Schmelzpunkt der erhitzten Siéure lag nach Verlust 
von 15,8°/o bei 160—165°, nach Verlust von 20,4°/o bei 
163—164° Aus der Luft nahm die erhitzte Sdéure nur Spuren 
von Wasser auf, beim Lésen in Wasser wurde das Hydrat 
C.H,,0,-+H,O wieder erhalten. Der Schmelzpunkt war zwar 
unscharf geworden, er lag bei 103—109,5°, die Titration gab 
aber das berechnete Resultat: 0,1827 Substanz verbrauchten 
11,35 ccm 1/s-n-Ba(OH),, statt 11,5 ccm. 

Das Baryumsalz der krystallisierten Saure zeigte be- 
merkenswerterweise ganz andere Eigenschaften, wie das aus 
der sirup6sen Saéure gewonnene, bei Zimmertemperatur léste 
es sich schwer — die Lésung enthielt nur etwas iiber 2°/o 
des Salzes —, in siedendem Wasser léste es sich viel leichter 
und krystallisierte aus der heifi gesattigten Lésung sehr lang- 
sam in feinen Nadeln aus. Genau so verhielt sich auch das 
Baryumsalz, das aus der auf 90° erhitzten Saure nach dem 
Wiederlésen in Wasser dargestellt worden war. 

Nach diesen Befunden mu8 angenommen werden, daf die 
krystallisierte Saéure die eine Form der beiden theoretisch 
méglichen rac. f-Oxy-f-y-e-pentantricarbonséuren  vorstellt, 
wabrend die andere Form in den sirupdsen Mutterlaugen 
zuriickblieb. Der Versuch, die krystallisierte Saure in Hima- 
tinsdure umzuwandeln, konnte bisher aus Mangel an Material 
nicht ausgefiihrt werden; gelingt er, woran iibrigens nach den 
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fast quantitativen Ausbeuten bei Verwendung des Gemisches 
nicht zu zweifeln ist, so muf nach den beim Erhitzen auf 90° 
gemachten Beobachtungen geschlossen werden, dafi beim Er- 
hitzen bis 180° lediglich eine Umwandlung durch Wanderung 
eines Wasserstoffatoms eintritt, da sich ja bereits bei 90° das 
Anhydrid der Lactonsiéure gebildet hat: 





f H,C H,C H,C 

; | | | 
HO—C— COOH C—CO C—CO 

| | — 6 ee 0 
HC—COOH HC—CO C—CO 

‘ | | | 

*  CooHCH,—CH, CO—CH,—CH, CoOHCH,—CH, 


V. Bildung einer y-Lactonsaéure aus der Himatin- 
3 siure. 

Beim Kochen der Hamatinséiure mit starken Laugen 
findet eine teilweise Umwandlung derselben statt, wie in den 
«Berichten» bereits kurz erwahnt wurde. Die Versuche wurden 
in Anlehnung an die von Fittig!) tiber die Umlagerung un- 
gesattigter Sduren unternommen, und es wurde namentlich 
mit der Moglichkeit gerechnet, die fumaroide Form der Ha- 
matinséure zu gewinnen. Daneben konnte an die Bildung 
strukturisomerer Séuren gedacht werden, die sich von der 
Itakonséure ableiten. Das Entstehen einer Oxysdure resp. 
Lactonséure wurde zunachst nicht in Betracht gezogen; aller- 
dings hatte schon Fittig, da er bei seinen Umlagerungs- 
versuchen einen Verlust von durchsehnittlich 10°/o beobachtete, 
die Vermutung gedufert,?) dais wahrscheinlich Oxyséure ent- 
standen sei, die sich durch Ather nicht extrahieren lasse,’) 
und von van’t Hoff war aus Maleinséure durch langeres Er- 
hitzen mit Natronlauge auf 100° Apfelsiure erhalten worden.*) 








1) Liebigs Ann. der Chem., Bd. 304, S. 117. 

*) Ibid., Bd. 304, S. 153 (1899). 

5) Hierzu sei bemerkt, daB sich Methylathylapfelsdure aus stark 
salzsdurehaltiger Lésung durch Ather extrahieren ]48t, andere zweibasische 
Oxysaduren werden sich wohl ahnlich verhalten. 

4) Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. 18, S, 2713 (1885). 
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Die Versuche mit unserer dreibasischen Saéure ergaben nun 
das interessante Resultat, daB sich eine Lactonsaure bildet, 
daf sich aber ein Gleichgewicht einstellt, wenn sich etwa 72°/o 
der angewandten Menge Hamatinsiure umgewandelt haben. 
Demnach muBte auch dieser Prozef umkehrbar sein, was der 
Versuch bestatigt hat (vgl. Seite 247). 

Wie sich aus der Tabelle ergibt, wird dieses Gleich- 
gewicht durch Verwendung 40°%/oiger Kalilauge in 9—10 
Stunden, bei 33°/oiger erst in 22 Stunden erreicht. 


SEEEEEEEEREEENNEET 




















wee 
. | Menge | Proz.- | Dauer _|M Gewicht Um- 
ra Bl der |Gehalt | des _m roi ee In Chlorform | gewan- 
Ver- | siiure | Kali- | d.Kali- | Ko- | pe- ' delte 
te a lauge | lauge | chens | aup Salz- | Ather- | i5.. | unlis- Saure 
g g | Fy | Std. | sdure jextrakts) jich | lich | in °/o 
1 5 | 200 | 30 | 9 | 110° ee F 252 | 2481 50 
2 5 | 200 | 30 | 22 | 110°)] 5! 498 | 1,37| 3,61! 73 
2 pro- 
3 | 5 | 150 | 40 9 | 110° |1O"| £84] 12 | 36 | 72 
4 5 150 33 22 | 110° |] tige | 463 | 1,02) 34 | 68 
5 x 200 | 40 10 | 110° |, 7,68 | 1,84] 58 | 72,5 



































Die Durchfiihrung des Prozesses geschah nach einigen 
Vorversuchen in der Weise, daB die alkalische Losung der Ha- 
matinséure in einem Kupferkessel am RiickfluBkiihler gekocht 
wurde; nach dem Erkalten wurde vorsichtig angesduert,') die 
Lésung neunmal mit je 200 ccm Ather ausgeschiittelt, der 
Riickstand der atherischen Lésung in Wasser gelést, und diese 
Lésung durch eintégige Extraktion mit Chloroform von unver- 
ainderter Haimatinséure befreit. 

Die Gewinnung krystallisierender Substanz aus den nur 
in Ather ldslichen Teilen, also dem Umwandlungsprodukt, 





1) Der Zusatz der Salzsiure erfolgte allmahlich und unter Kihlung, 
um einer Umlagerung vorzubeugen, da Fittig (Ann., Bd. 304, S. 126) beob- 
achtet hatte, daB sich aus Isopropyl-Itakonsaure Isopropyl-Isoparaconsaure 
bildet, wenn zu einer heiBen Lésung der ersteren in tiberschiissiger Natron- 
lauge rasch konzentrierte Salzsiure hinzugesetzt wird: 

H,C H H,C 
CH—C=C—COOH 


2 Sc—CH,—CH—CH,—CO0H 
H,C 
: du,—cooH 


<a HC | do 
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stieB auf grofe Schwierigkeiten. Zwar krystallisierte ein kleiner 
Teil aus der konzentrierten atherischen Liésung’heraus, wenn 
dieselbe mit etwas Petrolither versetzt, einige Zeit stehen 
blieb, und diese Krystalle lieBen sich von dem zu gleicher 
Zeit ausgefallenen Sirup durch Behandeln mit geringen Mengen 
Ather, der nur den letzteren léste, abtrennen. Doch war die 
Menge sehr gering. Etwas bessere Resultate in bezug auf 
die Ausbeute lieferte das Versetzen der konzentrierten Lésung 
der Saure in wasserhaltigem Ather mit wasserfreiem Ather 
und Wiederholung des Verfahrens, nachdem der Ather zum 
Teil abdestilliert worden war. So wurden z. B. aus 5g: 
0,75 + 0,09 -+- 0,04 = 0,88 g krystallisierte Saure gewonnen; 
im ganzen waren es schlieBlich 2 g, die den scharfen Schmelz- 
punkt 168—169° aufwiesen. Die Analyse und die Molekular- 
gewichtsbestimmung') wies auf die Formel C,H,,0,, die Ti- 
trierung bei Zimmertemperatur und in der Hitze ergab das 
Vorliegen einer zweibasischen Lactonsiure. In ihr muB das 
- Lacton einer der racemischen Formen einer y-Oxy-8-y-€-pen- 


tantricarbonsdure: 


H 
H,C—C—COOH 


| 
CH,—CH,—C—COOH 
, 6 
a 


vorliegen, da die d-Oxysaure andere Eigenschaften besitzt, 
z. B., wie erwéhnt, viel schwerer ein Lacton gibt. Auch lieB 
sich das Baryumsalz der y-Oxyséure, das in kaltem Wasser 
zu 2,1°/o léslich ist [4,0565 g der Lésung hinterlieBen 0,0845 g 
Riickstand] aus heifem Wasser leicht umkrystallisieren.?) 
Die bei 169° schmelzende Lactonsdure krystallisiert aus 
Wasser in Tafeln von quadratischem Umri$, die nach Mes- 
sungen von Herrn Geh. Rat Prof. Dr. Wiilffing wahrscheinlich 





') Vgl. Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 47, Bd. 532 (1914). 

*) Die sirupése Saure gibt ein Baryumsalz, das sich bei Zimmer- 
temperatur zu 20°/o list, beim Erhitzen der Lésung tritt eine Abscheidung 
auf. In dem Sirup diirfte somit auch die zweite theoretisch mégliche 
Form der racemischen Oxyséure vorhanden sein. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, IC. 18 
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dem monoklinen System angehéren. Die Saure ldst sich leicht 
in Alkohol und Aceton, schwerer in Essigester, in Petrolather, 
Benzol und Chloroform ist sie fast unléslich. 100 ccm wasser- 
haltigen Athers lésen 0,47 g der Lactonsdure. Eine 5°/oige 
wisserige Losung derselben dreht das polarisierte Licht im 
1 dm-Rohr nicht. Gegentiber Kaliumpermanganat ist die soda- 
alkalische Lésung sehr besténdig, wihrend der Sirup, aus dem 
die Lactonsaure herauskrystallisierte, leichter angegriffen wird, 
woraus gefolgert werden kann, daf derselbe neben der zweiten 
racemischen Form der y-Oxy-f-y-¢-pentantricarbonséure wahr- 
scheinlich auch Itaconséurederivate enthalt, von denen theo- 
retisch sechs verschiedene vorliegen kénnten, neben drei Ati- 
consdurederivaten, von den mdglichen cis- und trans-Formen 
abgesehen, welche Mannigfaltigkeit tibrigens auch die Schwie- 
rigkeit erklart, die krystallisierte Lactonséure zu erhalten. 


Verhalten der Lactonsaiure beim Erhitzen. Wieder- 
gewinnung von Haimatinsdaure. 


Beim Erhitzen der Lactonséure im offenen Gefaf auf 
138° findet unter Braunfairbung ein Gewichtsverlust statt, der 
bei einem Versuch zu 5,21°/o bestimmt wurde (0,4072 g ver- 
loren in 2'/2 Stunden 0,0212 g). Es diirfte sich um begin- 
nende Anhydrisierung handeln (ber, fiir ein Molekiil Wasser 
8,91°/o). 

Steigert man das Erhitzen tiber den Schmelzpunkt, so 
beginnt bei 175° Kohlendioxydentwicklung, die sich bei 195° 
steigerte; bei 230—235° destillierte dann ein O] iiber, das 
sich als Methylathylmaleinséureanhydrid erwies. Bei der quan- 
titativen Verfolgung dieser Reaktion wurde festgestellt, daf& der 
Zerfall der Lactonséure in Wasser und die angegebenen Zer- 
setzungsprodukte sich nahezu vollstandig vollzieht. 

0,332 g Lactonséure gaben 0,06 Rickstand und 0,17 g 
des fliichtigen Ols, wahrend sich die 28,45 ccm 1/10-n-Ba(OH), 
entsprechende Menge Kohlendioxyd entwickelte. 


Ber. fiir 0,272 C,H,,0,: 0,18 g C,H,O, und 0,06 CO, 
Gef.: 0,17 » C;H,O, » 0,0626 CO,. 
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Das Ol wurde als Methylithylmaleinsiureanhydrid durch 
den Siedepunkt nach Siwoloboffs Methode (gef. 227—228° 
unk.) und durch Titration charakterisiert: 0,0483 verbrauchten 
7,1 cem !/10-n-Ba(QH), statt 6,9 cem (Phenolphthalein). Neben 
dem Anhydrid wurden im Destillat einige wenige Krystalle 
beobachtet, ein Befund, der in weiterer Verfolgung zur Auf- 
findung eines Itaconsdéurederivates fiihrte. 

Da aus dem geschilderten Versuch hervorging, daB die 
Zersetzung der Lactonsiéure unter Kohlendioxydentwicklung erst 
bei 195° starker eintritt, war zu hoffen, daf ein Erhitzen nur 
bis zu dieser Temperatur zur Hématinséure zuriickfiihren wiirde. 
In der Tat wurde ca. 1g der Lactonséure bei 1'/sstiindigem 
Erhitzen auf 180—195° bei gewohnlichem Druck unter nur 
teilweiser Zersetzung in Haématinsaure verwandelt. Man erhielt 
nach dem Erhitzen einen nach Methylathylmaleinsaéureanhydrid 
riechenden braunen Sirup, der im Lauf von 24 Stunden zu 
den fiir die Hiamatinsaéure charakteristischen Krystallformen 
erstarrte. Die Lésung desselben in 15 ccm Wasser gab durch 
dreimaliges Ausschiitteln an Chloroform 0,27 g Substanz ab, 
die sich als Hamatinséure erwies, wahrend 0,35 g im Wasser 
geldst blieben. 

DaB die Regenerierung der Hamatinsiure beim Erhitzen 
unter vermindertem Druck sehr glatt erfolgt, wurde bereits 
in den «Berichten» erwiéhnt. 


Wiedergewinnung von Hiamatinsaéure durch Kochen 
der rohen Oxyséuren mit Laugen. 


Die Loésungen der zu diesen Versuchen benutzten rohen 
Oxyséuren wurden mit Chloroform extrahiert, bis alle Haimatin- 
sdure entfernt worden war, und mit Kalilauge gekocht, wonach 
die vorsichtig wieder angeséuerte Lésung erschépfend mit 
Ather ausgezogen und der Riickstand der atherischen Liésung, 
in Wasser gelést, mit Chloroform extrahiert wurde. Hierbei 
wurden etwa 13°/o der verwendeten Rohséure an Hamatin- 
séure wieder erhalten, deren Schmelzpunkt bei 97 bis 
98° lag. 

18* 
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Menge | Frozent-| Dauer | In Chloro-| Prozent 
7 der — des Ather- _ 
Oxyséure| ~ der Kali- form | Hamatin- 
Kalilauge lauge Kochens | extrakt léslich sdure 
g ly Std. % 
1,87 50 | 30 9 1,6 0,15 9 
1,45 50 | | (40 9 1,33 0,18 13,4 
1,15 25 | 60 8 1,08 0,136 13,3 


VI. Gewinnung des Itaconsadurederivats C,H,,0, aus 
der Haimatinsdure. 


Wie bereits erwahnt, entsteht beim Erhitzen des Lactons 
der y-Oxy-B-y-e-pentantricarbonséure neben Methylathylmalein- 
siureanhydrid in Spuren eine fliichtige krystallisierende Sub- 
stanz. In etwas besserer Ausbeute wurde sie bei der Destil- 
lation desselben y-Lactons bei 10 mm Druck und einer Bad- 
temperatur von 230° erhalten und von dem Anhydrid durch 
dessen Destillation mit Wasserdimpfen getrennt. Die Nicht- 
fliichtigkeit der neuen Sdéure hierbei war jedenfalls darauf 
zuriickzufiihren, daB aus dem Anhydrid durch Wasseraufnahme 
die Séure entstanden war. Dieselbe hatte sich allem Anschein 
nach gebildet, als die 6-Oxy-f-y-e-pentantricarbonsaure der 
Destillation unter vermindertem Druck unterworfen worden 
war. So stand zu erwarten, daB sie sich auch unter 4hn- 
lichen Bedingungen aus der Hamatinsdure selber bilden wide, 
denn die letztere entsteht ja aus den beiden Oxysduren bei 
Temperaturen bis 190°, muBte also auch bei den Destillationen 
primar entstanden sein. Und in der Tat bildete sich die neue 
Saure aus Hamatinsdure. Die letztere destilliert bei einem 
Druck von 10 mm und einer Badtemperatur von 238—240° 
unter teilweiser Zersetzung. 

Die Trennung der fliichtigen Produkte erfolgte durch 
Destillation mit Wasserdimpfen, wobei sich Methylathymalein- 
siiureanhydrid verfliichtigt, Eindampfen der wasserigen Losung 
auf ein geringes Volumen, wobei sich manchmal die neue 
Siure bereits krystallisiert abscheidet, und Ausschiitteln der 
Lésung mit Chloroform, welches Lésungsmittel die Hamatin- 
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sdure allein wegnimmt. Aus 1,5 g Haématinséiure wurden im 
besten Fall bei solchen Versuchen gewonnen: 0,56 g destil- 
lierte Hamatinsdure, 0,23 g Methyadthylmaleinsdureanhydrid 
und 0,7 g der neuen Sdure, die sich nach allen Eigenschaften 
als ein Itaconsaurederivat erwies. Zweimal aus heifem Wasser 
umkrystallisiert, zeigte sie gew6hnlich den Schmelz- und Zer- 
setzungspunkt 179—180°, nachdem bei 170° schwaches Sintern 
eingetreten war. Eine kleine Fraktion zeigte einmal rasch 
auf 175° und dann in 3 Minuten auf 192° erhitzt, erst bei 
dieser Temperatur die Zersetzung unter Schmelzen.’) 

Die Analyse wies auf die empirische Zusammensetzung 
C,H, )0,. 

0,1453 Substanz (i. V. ohne Abnahme getrocknet) : 0,2837 CO, u. 0,0858 H,0. 
C,H,,O,. Ber.: 53,16°%o C und 6,33°/0 H 
Gef.: 53,25 %o 6,56 °/o 

Die Titration zeigte die Zweibasizitat. 

0,3300 Substanz erforderten 20,77 ‘/s-n-Ba(QH), (Phenolphthalein). 
C,H,,0,. Ber. 2basisch: 20,88 °/o. 

Die sodaalkalische Lésung der Séure wurde durch Kalium- 
permanganat sofort entfarbt. 

Krystallform. Aus der wiasserigen Losung scheiden sich 
beim Einengen koérnige Krystalle ab, die, unter dem Mikroskop 
betrachtet, aus dicken, zu Drusen vereinigten Prismen bestehen. 
Aus der alkoholischen Lésung bilden sich lanzettformige Kry- 
stalle, die zu sternformigen Gebilden vereinigt sind. 

Die Destillation unter 5 mm Druck ergab ein Destillat, 
aus dem etwa zu gleichen Teilen Methylathylmaleinsdure- 
anhydrid und unveranderte Saéure gewonnen wurde, bei ge- 
wohnlichem Druck war nur wenig der letzteren vorhanden, 
vorwiegend das Anhydrid, geringe Kohlendioxyentwicklung 
trat auf. Dieses Verhalten stimmt mit den Angaben Fittigs 
bei Annahme der Itaconsdurestruktur fiir die neue Sdaure 





1) Nach Fittig (Liebigs Ann. der Chem., Bd. 304, S. 122) fallt bei 
den Itaconséuren Schmelz- und Zersetzungspunkt zusammen oder der 
letztere liegt tiefer, daher ist das Schmeizen nicht glatt, sondern findet 
je nach schnellerem oder langsamen Anheizen bei verschiedenen Tem- 
peraturen statt. 
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iiberein, wonach die Destillation der Itaconsaurederivate unter 
gewOhnlichem Druck groBtenteils Citraconsaéure-Anhydride, im 
Vakuum fast nur Itaconsaureanhydride liefert. 


VII. Oxydation des Haématins,') Gewinnung einer 
Siure, die beim Erhitzen Haimatinsdure liefert. 


A. Oxydation von Haémin nach der von R. Willstiatter 
angegebenen Methode,?) d. h. in schwefelsaurer Loésung mit 
Chromsiure, deren Menge etwa 29 Atomen Sauerstoff auf ein 
Molekiil Himin entspricht. 

Die Ausbeute an Rohsiuren betrug: 

a) durch Ausschiitteln mit Ather 379/) des verwendeten 
Himins, 

b) durch nachfolgende Apparat-Extraktion 9°/) des ver- 
wendeten Hamins. 

Die Verarbeitung der Rohséuren geschah folgendermafen: 
die wasserige LOsung wurde mit Soda alkalisch gemacht und 
ausgeiithert, nach dem Ansauern folgte abermaliges Ausiithern, 
wodurch die gereinigte Rohsaure erhalten wurde. Diese wurde 
mit Barytwasser verseift und aus den gefallten Baryumsalzen 
nach Lésen in Salzsiiure durch Chloroformextraktion die an- 
niihernd reine Hiimatinsaéure C,H,O, erhalten. Hierbei wurden 
erhalten: 

a) Atherextrakt aus alkalischer Lésung 3°/o des ver- 
wendeten Hamins, 

b) gereinigte Rohséure 30°/o des verwendeten Hamins, 

c) Himatinsiure C,H,O, ca. 18°/o des verwendeten Hamins. 
Aus der mittels Apparatauszuges gewonnenen Rohsadure wurden 
nur ganz geringe Mengen C,H,0, erhalten. 





') Die Oxydation des Himatins ist des dfteren von mir beschrieben 
worden (Diese Zeitschrift, Bd. 44, S.391 [1905]); da die von Haas und 
mir eriibrigten guten Ausbeuten an Haimatinsiure nicht immer bestatigt 
werden konnten, veranlaBte ich Herrn Weller, bei seinen Versuchen mit 
gréBter Sorgfalt die Ergebnisse zu verfolgen. In der Tat hat er nun ge- 
ringere Ausbeuten zu verzeichnen, was zum Teil auf die Art der Oxy- 
dation zuriickzufiihren ist, z.T. aber sicher darauf, daB Herr Weller 
meist alte Himin- oder Himatinpriparate verarbeitet hat. W. Kister. 

*) Liebigs Ann. d. Chemie, Bd. 373, 5. 227 (1910). 
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Die nach Verseifung und Entfernung des tberschiissigen 
Baryts durch Einleiten von Kohlendioxyd in die heiBe Losung 
gelést gebliebenen Baryumsalze wurden durch Alkohol gefiilt. 
Ihre Menge betrug 16°/o des verwendeten Hiimins. | Die Baryum- 
salze des Schiittelextraktes zeigten nach dem Trocknen bei 
100°, wobei ein Gewichtsverlust von 6—8°/o eintrat, einen 
Gehalt von 48,7°/o Ba, waéhrend das lésliche Baryumsalz 
des Apparatextraktes beim Trocknen 10°/o verlor und nur 
45,5%/o enthielt. 

Aus den léslichen Baryumsalzen des Schiittelextraktes 
wurde nach Zerlegung mittels Schwefelsiure durch Chloro- 
formextraktion Hamatinséiure, durch nachfolgende Ausiétherung 
Bernsteinsiiure erhalten, d. h. die Extrakte bestanden nicht 
etwa aus den reinen Séuren, sondern die im sirupdésen Ex- 
trakt eingebetteten Krystalle zeigten nach der Reinigung durch 
Abpressen und Befeuchten mit Ather auf Ton bezw. durch 
Umkrystallisieren aus heifem Wasser die Schmelzpunkte der 
genannten Séuren. Sowohl aus dem Chloroformextrakt, als 
auch aus dem Atherextrakt wurden nach Entfernung der Kry- 
stalle wieder Baryumsalze hergestellt (durch Kochen mit Baryt- 
wasser, Einleiten von Kohlendioxyd, Fallung des Filtrates mit 
Alkohol). Nun erhielt das Baryumsalz des ersteren 47,7°/o Ba., 
das des Atherextrakts 49,7. Aus jenem wurde Hamatinsaure, 
aus letzterem dann wieder Bernsteinséure erhalten. Es hatte 
sonach den Anschein, als ob die im léslichen Baryumsalz 
enthaltene Saure bei der Einwirkung von Séuren immer teil- 
weise in Himatin- und in Bernsteinsaure zerfalle in Uberein- 
stimmung mit friiheren Beobachtungen.') 

1) Vgl. diese Zeitschr., Bd. 44, S. 420 (1905); Bd. 59, S. 94 (1909). 

Um ein Gemisch der beiden Saéuren konnte es sich nicht handeln. 
Das Baryumsalz der Hamatinséure lést sich in heifem Wasser nur zu 
etwa 0,25°/o, das der Bernsteinséiure zu etwa 0,35°/o. Wird eine bei 
Zimmertemperatur bereitete Lésung, welche beide Baryumsalze enthalt, 
gekocht, so blieb in 150 g des Filtrates vom ausgeschiedenen Baryumsalz 
1 g Salz gelést, das héchstens zu einem Drittel aus Baryumhéimatinat 
bestand. Die Léslichkeit desselben war also durch das Succinat nicht 
erhéht, sondern eher vermindert worden. Ein gleiches Verhalten wurde 


bei den Kupfersalzen festgestellt. 
Auch ist die Trennung von Haimatinséure und Bernsteinsdure iiber 
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B. Oxydation des Hamatins in essigsaurer L6- 
sung mit Chromsaure in einer 21 Atomen Sauerstoff auf das 
Molekiil Himatin entsprechenden Menge. Die Rohséure wurde 
zur Entfernung fliichtiger Stoffe mit Wasserdampfen behandelt, 
wobei auch Abscheidung harziger Stoffe eintrat. Alsdann 
wurde direkt verseift, da bei dieser Methode nur d4uferst ge- 
ringe Mengen aus alkalischer Lésung in Ather tiberzugehen 
pflegen. Die Ausbeuten betrugen: 

A. an gereinigter, d. h. von Harz und fliichtigen Stoffen 
befreiter Rohsaure 51—53°/o des verwendeten Hamins. 

B. a) aus den unldslich gewordenen Baryumsalzen 

a) durch Chloroformextraktion: 24°/o vom verwendeten 
Hiimin ; 

6) durch Atherextraktion: 3°/o; 

b) lésliche Baryumsalze: 32°/o vom verwendeten Hamin. 

Eine dritte Reihe von Oxydationsversuchen wurde in der 
Weise vorgenommen, da das Himatin zunachst in essigsaurer 
Lésung mit einer nur zwO6lf Atomen Sauerstoff entsprechenden 
Menge Chromtrioxyd versetzt wurde und das bei der Auf- 
arbeitung zur Gewinnung der 4dtherléslichen Sauren abfallende 
in Ather unldsliche Oxydationsprodukt des Himatins von neuem 
und zwar mit 3/4 der zur ersten Oxydation verwendeten Menge 
von Chromsaure oxydiert wurde, nachdem es in 50 gewichts- 
*/oiger Schwefelséiure gelést worden war. Hierbei wurde eine 
Temperatur von 5—10° eingehalten. 

Die Ausbeuten betrugen hierbei: 

A. fast 40°/o gereinigte Rohsaure. 

B. a) a) 15,3°/o Chloroform-, 8) ca. 1°/o Atherextrakt. 

B. b) fast 33°/o lésliche Baryumsalze. 

C. 60°/o des verwendeten Hamins an Oxydationsriick- 
stinden. 

Die schwefelsaure L6sung der letzteren wurde, bevor 





die Baryum- oder Kupfersalze der Trennung durch Chloroform keineswegs 
vorzuziehen. Das Kupferhimatinat ist zwar bei Zimmertemperatur be- 
deutend leichter léslich als das Succinat, das sich nur zu 0,03 °/o lést, 
durch Erhitzen der Lisungen oder Zugabe von Kupferhydroxyd bilden 
sich aber bei beiden Siaiuren schwerer lésliche basische Salze. 
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sie weiter oxydiert wurde, mit Ather extrahiert, wobei noch 
ungefahr 5°/o gereinigte Rohsaéure gewonnen wurde. Nach 
vollzogener Oxydation wurden erhalten: 

A. ca. 27°/o gereinigte Rohsaure. 

B. a) a) ca. 2°/o Chloroform-, B) ca. 2,4°/o Atherextrakt; 

b) 31,6°/o lésliche Baryumsalze, 
wozu noch bemerkt sei, da viel fliichtige Stoffe entstanden 
waren, unter anderen Ameisensdure und ein neutraler redu- 
zierend wirkender Stoff, und ferner Oxalséure. Die Ausbeuten 
an Hamatinsiure (Chloroformextrakt) waren also bei diesem 
Verfahren am geringsten, und es ist also weit zweckmabiger, 
die ganze zur Oxydation des Himatinmolekiils ben6tigte Menge 
von Chromtrioxyd, die 21 Atomen Sauerstoff zu entsprechen 
hat, auf einmal zuzugeben, was mit friiher gemachten Erfah- 
rungen tibereinstimmt. 


Untersuchung der leicht in Wasser léslichen Baryum- 
salze. 


Sie erwiesen sich nach dem Verdampfen ihrer Lésung 
zur Trockne nur noch zum Teil als in hei&em Wasser léslich; 
von 17 g, welche von der Oxydation des Hamatins herrihrten, 
gingen z. B. nur noch 13,5 g leicht in Lésung, von 8,4 g, die 
bei der Oxydation der Rticksténde gewonnen waren, 5 g. 
Die unldslichen Teile gaben nach der Zerlegung mit Salzséure 
an Chloroform erhebliche Mengen von Hamatinsaure, an Ather 
wenig Bernsteinsadure ab. 

Die léslich gebliebenen Teile wurden ebenfalls mit Salz- 
séure zerlegt und die Lésungen im Extraktionsapparat zu- 
nichst mit Chloroform, dann mit Ather extrahiert, wobei die 
Ausbeuten an Sduren weit hinter den berechneten zuriick- 
standen, wahrscheinlich war viel zu wenig Salzséure verwendet 
worden, da allem Anschein nach Oxysauren vorliegen, die 
erst aus stark salzsiurehaltiger Lésung in Ather tibergehen. ') 


Erhalten wurden aus 
13,5 g ls]. Baryumsalz 0,78 Chloroform- und 3,5 g Atherextrakt 
5 >» » . 0,45 > >» 1,57> > 





t) Vgl. S. 239. 
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Von diesen enthielten schon die ersteren nur sehr wenig 
Himatinsdure, die Atherextrakte waren frei von dieser Saure. 
Nach monatelangem Lagern zeigten sich Krystalle, die als 
Bernsteinséure identifiziert wurden; es lag daher nahe, auch 
auf Himatinsiéure zu prifen, da ein abermaliger Zerfall einer 
kompliziert gebauten Saéure in diese beiden Bestandteile nicht 
unwahrscheinlich war. Doch lieferte eine erneute Extraktion 
der wiisserigen LOsung des von der Bernsteinsdure befreiten 
Sirups durch Chloroform keine Himatinséure. So wurde die 
Lisung wieder mit Ather ausgezogen, was einigermafen voll- 
stiindig erst gelang, als Salzséure bis zu einer Konzentration 
von 20°%o hinzugegeben worden war. Der Riickstand der 
aitherischen Lisung im Betrage von 1,5 g wurde nunmehr eine 
Stunde lang auf 172 bis 181° erhitzt, nach dem Erkalten in 
Wasser geldst und diese Liésung mit Chloroform extrahiert, 
wobei 0,36 g herausgelést wurden. Der Riickstand der wis- 
serigen Lésung (0,8 g), zum zweiten Male erhitzt, ergab dann 
noch 0,13 g Chloroformextrakt. Die vereinigten Chloroform- 
extrakte wurden durch Aufnehmen in Ather gereinigt, wobei 
ein harziger Korper zuriickblieb, der Riickstand der iitherischen 
Losung in Wasser aufgenommen, mit Baryt neutralisiert und 
die Lésung gekocht, wobei eine Fallung auftrat. Nach dem 
Zerlegen derselben durch Salzsiure wurde wieder mit Ather 
ausgeschiittelt und jetzt 0,174 g Saéure gewonnen, die sehr 
bald in den Formen der Hamatinséure zu krystallisieren be- 
gann, Ein reines Priparat lag aber jetzt noch nicht vor, da 
statt der berechneten 14,17 ccm 1/5-n-Barytwasser nur 
13,43 ccm verbraucht wurden. Aus dem beim Kochen dieser 
Baryumsalzlésung gefillten Baryumsalz wurde dann aber Ha- 
matinsaéure erhalten, die nach dem Umkrystallisieren bei 96° 
schmolz. Damit ist nun Aauferst wahrscheinlich geworden, 
daf sich bei der Oxydation des Hamatins Oxyséuren bilden, 
die beim Erhitzen unter Wasserabspaltung Hamatinsdure 
liefern. Sie diirften aus primar gebildeter Himatinsaure durch 
Anlagerung von Wasser unter dem Einflu8B der Schwefelsdure 
entstanden sein, die bei der Aufarbeitung der die Oxydations- 
produkte des Himatins enthaltenden Flissigkeiten benotigt wurde. 
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Uber die biologischen Funktionen der Kieselsdure in 
den héheren Tieren ist unter Medizinern und physiologischen 
Chemikern so gut wie nichts bekannt. Und doch kann es nicht 
dem geringsten Zweifel unterliegen, daB die Kieselséure ein 
Baustein des normalen menschlichen und tierischen 
Organismus ist, gerade so wie z. B. das Eisen. Nach Albu 
und Neuberg’) enthalten sogar alle Organe regelmafig Silikate. 
DaB es daher wohl auch Krankheiten geben diirfte, die auf 
Kieselséuremangel oder Kieselsdureschwund beruhen, und bei 
denen die Darreichung von Kieselsdure in geeigneter léslicher 
Form indiziert erscheint und wesentliche Besserung, ja sogar 
Heilung herbeizufiihren imstande ist, ist leicht denkbar. Es 





‘) Alb. Albu und Carl Neuberg, Physiologie u. Pathologie des 
Mineralstoffwechsels (Berlin 1906), S. 186. 
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diirften hier analoge Verhaltnisse vorliegen, wie bei den Pflanzen. 
Bekanntlich hat Jodin!) nachgewiesen, dafi man Maispflanzen 
zwar mehrere Generationen hintereinander in kieselsdurefreien 
Medien ziichten kann, dafi solche Exemplare aber der normalen 
Widerstandsfahigkeit gegen mechanische Schidigungen entbehren 
und auch viel leichter von Parasiten befallen werden. Ganz 
analoge Verhaltnisse kommen nach R. Kobert bei der 
karverndsen Tuberkulose der Menschen in Betracht, wahrend 
bei den Tieren mit kieselséurereicher Kost sich eben nie 
Kavernen bilden. Weiter pflegt Kobert bei Besprechung der 
Berberikrankheit, die ja durch geschalten Reis hervorgerufen, 
durch Zugabe der Reiskleie aber geheilt wird, zu bemangeln, 
daf von allen Experimentatoren noch keiner darauf Riicksicht ge- 
nommen hat, dafi der polierte Reis nur sehr wenig Kieselsdure 
enthalt, die Reiskleie aber auferordentlich grobe Mengen. Es 
ware daher nicht undenkbar, daf die Darreichung entsprechend 
groBer Kieselsiuremengen auch ohne das Kleienvitamin -sich 
bei dieser Krankheit niitzlich erweist. Das Angefiihrte diirfte 
es verstindlich machen, daf ich mich langere Zeit auf Ver- 
anlassung Koberts hin mit quantitativen Kieselsaurebestim- 
mungen in tierischen und pflanzlichen Gebilden beschaftigt habe. 

Uber die Methodik der Untersuchung liegen nament- 
lich von Hugo Schulz in Greifswald ausfiihrliche Verdffent- 
lichungen vor. Was meine eigene Methodik anlangt, mégen 
folgende kurzen Angaben geniigen. Alle Organe, welche nicht 
an sich trocken waren, wie Haare, Horn, Seide, wurden unter 
Alkohol gehartet, getrocknet, zerkleinert, endlich zu Pulver 
zerrieben und im Soxhletschen Extraktionsapparat mittels 
Ather entfettet. Das entfettete Pulver wurde gewogen. Die 
so gewonnenen Gewichtsangaben finden sich im vierten Stabe 
der unten folgenden Tabelle I. Die Veraschung wurde nur 
in Porzellantiegeln vorgenommen, die vorher mit konzentrierter 
Salzsdure gehérig ausgekocht waren und dabei erwiesen hatten, 
daB sie nur Spuren von Kieselséure in Lésung gehen lassen, 
also beispielsweise 3 Tiegel von 40 ccm, 25 ccm und 10 ccm 





') Jodin, zitiert nach Jahresber. f. die Fortschritte der Chemie. 
Jahrg. 1883, S. 1392. 














aw Se Nero OS orate ME MEE Oe 











Beitriige zur Kenntnis der Biochemie der Kieselsdure. 257 


Inhalt im ganzen nur 1 mg. Aus der Asche wurde nach der 
bei der Mineral- und Pflanzenanalyse allgemein iiblichen Me- 
thode die Kieselsiure abgeschieden, der nach dreimaligem Ein- 
dampfen mit konzentrierter Salzsaéure erhaltene staub- 
artige Trockenriickstand wurde, was ich als sehr wichtig 
herausgefunden habe, mit Salpetersaure ausgekocht, um 
das in Salzsiure zum Teil schwer lésliche Eisenphosphat, 
welches fast in keinem Organ fehlt, in Losung zu bringen. 
Dies wurde so lange fortgesetzt, bis durch Schwefelammon 
im Filtrat keine Grinfarbung mehr hervorgerufen wurde. 
Wurde die Asche am Ende des Gliihprozesses nicht weil, 
sondern blieb sie dunkel, d. h. kohlehaltig, trotzdem das Gliihen 
nie bis zum Schmelzen getrieben worden war, so wurde sie 
mit salzséurehaltigem Wasser ausgekocht, die Losung filtriert, 
in tarierter Schale verdampft und der Filterriickstand von 
neuem gegliiht. Dabei schwand dann die dunkle Farbe. Der 
Schaleninhalt wurde zur gefundenen Asche hinzugerechnet. 
Die Kieselsiure der Tabelle ist als Anhydrid gerechnet und 
sowohl fiir Asche als fiir entfettete Trockensubstanz ange- 
geben. Der Sicherheit halber wurde die Richtigkeit der Zahlen 
fast in allen Fallen dadurch kontrolliert, daB die gewonnene reine 
SiO, mit Ammoniumfluorid verrieben und durch Gliihen 
im Platintiegel verfliichtigt wurde. Nur der beim Gliihen sich 
verfliichtigende Teil wurde als SiO, gerechnet. Er stimmte 
aber meist mit dem schon vorher gewonnenen Werte gut 
iiberein. 


1. Uber den Kieselsiuregehalt einiger epithelialen 
Gebilde. 


Dai die Deckschichten der Pflanzen (Diatomeen, Equi- 
setaceen, Gramineen) und der niederen Tiere (Infusorien, Kiesel- 
schwaémme) von ihrem Kieselreichtum lebenslang grofen Vorteil 
haben, ist leicht einzusehen. Aber auch bei den Wirbeltieren bis 
zum Menschen hinauf finden wir, wie die Analyse liangst er- 
wiesen hat, in den epithelialen Gebilden der duBeren Haut 
reichlich Kieselsiure als mechanisch schiitzendes, der Ver- 
hornung analog wirkendes Agens. Unter diesem Gesichts- 
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punkte wird es verstandlich, dafi diejenigen Teile der Haut- 
gebilde, welche dauernd abgestofien werden, auch lebenslang 
immer wieder neuer Zufuhr bediirfen. Kobert beklagt sich 
in seinen Vorlesungen, daB dariiber in keinem einzigen ihm 
zugingigen dermatologischen Werke auch nur ein Satz zu 
finden ist. SchloBberger fand vor einem halben Jahrhundert 
in dem in Wasser unldslichen Teile der Ichthyosisborken 
29,6°/o Kieselséure. Auf Asche berechnet, wiirde diese Zahl 
natiirlich noch viel héher ausfallen. Schmelzer fand unter 
Gorup-Besanez in der Asche der Borken eines Patienten 
mit Pellagra erhebliche Mengen von Kieselséure. Dies sind 
die einzigen beiden Angaben, die ich in der -Literatur finden 
konnte. Die siémtlichen modernen Dermatologen scheinen fiir 
die Nachpriifung dieser Angaben kein Interesse zu haben. 
Vom Standpunkt der vergleichenden Biologie aus sind 
nicht minder interessant die leider ebenfalls aus alter Zeit 
datierenden und nicht nachgeprtiften Angaben tiber den Si0,- 
Gehalt der Vogelfedern. Gorup-Besanez fand in der 
Asche der Federn kornerfressender Végel 40°/o SiQ,, in der 
Asche fleischfressender nur 27°/o und in der von Fischen 
lebenden Vo6geln sogar nur 10,5°/o SiO, Ganz mit Recht 
schliebt Gorup-Besanez daraus auf einen Einflu8 der Nah- 
rung auf den Kieselsiéuregehalt der Federn. Dazu stimmt, dai 
er die Federn ganz junger Vogel kieselsiureirmer fand als 
die alterer. Wir diirfen daraus wohl die Vermutung herleiten, 
dafi auch beim Menschen geeignete kieselséurereiche Kost die 
Ernaéhrung der Haut mit Kieselsiure zu verbessern imstande 
ist. Die Angabe der Vegetarier, dai bei ihrer Lebensweise 
die Psoriasis viel leichter schwinde als bei gemischter Kost, 
erscheint unter diesem Gesichtspunkt verstandlich. Auch fir 
gewisse Formen des chronischen Ekzems hat man dieselbe 
Behauptung aufgestellt. Die Frage, in welcher Form sich das 
Silicium in den Federn findet, hat zuerst Drechsel,?) z. T. 
mit Frin. Winogradoff, zu beantworten versucht. Nach 





1) E. Drechsel, Zentralbl. f. Physiol., Bd. 11, 1898, S. 361. Dies 
ist nur eine vorlaufige Mitteilung; die ausfiihrliche Arbeit ist aber tiber- 
haupt nicht erschienen. 
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diesen beiden Autoren findet sich unser Element in den Vogel- 
federn als Orthokieselsiureester Si(OC,,H,,0), eines zwei- . 
wertigen Alkohols C,,H,,Ox. 

Cerny') wiederholte diese Versuche und stellte die frag- 
liche Substanz sowohl aus Gansefedern als aus Hiihnerfedern 
dar. Die Federstiimme der Gans lieferten 0,17°/o und die 
zugehorigen Fahnen 0,15°/o dieser Substanz. Hihnerfedern 
aber lieferten 0,346°/o, also das Doppelte. Der Gehalt an 
Si0,, der bei dieser Substanz nach Drechsel 2,97°/o betragen 
miifte, betrug aber in maximo nur 0,4°/o und war mehrmals 
sogar null. Trotzdem Drechsel sogar einen Orthokiesel- 
sdurecholesterylester kiinstlich darstellen konnte, liegen nach 
Cerny, was die von Drechsel und von ihm selbst isolierten 
Substanzen der Federn anlangt, Gemische von Fettsdurestern 
eines oder mehrerer hochmolekularen Alkohole des Biirzel- 
driisensekrets mit als Verunreinigung auf die Federn gelangtem 
Kieselstaub vor. Kobert hat in seinen Vorlesungen diese 
Auffassung immer bekiimpft; er halt das Silicium fiir einen 
integrierenden Bestandteil auch der reinsten Vogelfedern, gibt 
aber zu, dai es darin vielleicht nur als unorganische Sub- 
stanz sich findet. Gegen die Auffassung von Cerny spricht 
iibrigens, da8 dieser Autor aus dem Atherextrakt des mit 
Alkohol vorher entwasserten Vogelblutes (von Ginsen, Hiih- 
nern, Tauben) sowie aus der Ganseleber eine analoge kiesel- 
sdurehaltige Substanz mit 0,05—0,80°/o SiO, darstellen konnte. 

Ein Analogon der Vogelfedern sind die Igelstacheln, 
die immer kieselsdurehaltig sind. Ein zweites Analogon der 
Federn der Vogel sind die Haare der Tiere und der Menschen. 

Gorup-Bezanez fand in der Asche 


von Rehhaaren...... . 8,1°%/o Kieselsdure, 
» Schafwolle ..... . 8,3°%o » 
» Bockhaaren ...... 9,4°%o > 
» Meerschweinchenhaaren 11,8°/o 2 
» Hundehaaren ..... 12,5°%/o > 
» Pferdehaaren .... . 14,6°/o ’ 





1) Carl Cerny, Zur Frage des Vorkommens von Kieselséure im 
Organismus. Diese Zeitschr., Bd. 62, S. 296, 1909. 
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Beim Menschen ist Haupt- und Barthaar zu unter- 
scheiden. Die zundchst zu nennenden Analysen beziehen sich 
auf Haupthaar. Nach Hammarsten!) kann der Gehalt der 
Haare an unorganischen Bestandteilen zwischen 0,5 und 7°/o 
schwanken. Hier waren vergleichende Analysen des Haupt- 
haars verschiedener Menschenrassen von erheblichem Wert. 
Baudrimont?) fand in der Asche schwarzen Menschenhaars 
6,611°/o, in der Asche weifBen Haars 12,308°/o, in der von 
braunem 30,666°/o, in der von blonden 30,717°/o und in 
der von rotem Haupthaar 42,462°/o Kieselsiure. Gorup- 
Besanez erhielt aus der Asche weiBer Haare 9,52°/o und 
aus der brauner 13,89°/o Kieselsiure. Wie schon das aus 
dem Ei kriechende Hiihnchen in den ersten Federn etwas 
Kieselsaéure enthalt, so kommt auch der Mensch bereits mit 
kieselsdurehaltigem Haupthaar zur Welt; doch nimmt der 
Kieselsdéuregehalt nachher noch zu. Kine dariiber orien- 
tierende Tabelle hat auf Grund Kunkelscher und eigner-Ana- 
lysen Kall) aufgestellt. Er fand den Prozentgehalt des 
unveraschten Haars an SiO, beim blonden Neugebornen 
zu0,083, beim dunkelblonden Neugebornen aber zu 0,103. 
Beim 2jihrigen blonden Kinde fand er bereits 0,115°/o SiQ,. 
Im braunen Haupthaar eines 15jahrigen fand er 0,184°/o, in 
denen eines 17jahrigen 0,151°/o und in denen eines 18 jahrigen 
0,152°/o. Das dunkelbraune Haupthaar eines 59jahrigen enthielt 
0,233°/o. Das graue Haar eines 63jahrigen und eines 65jahrigen 
enthielten 0,100 und 0,098°/o. Analysen von Barthaaren hat er 
zwei ausgefiihrt. Der rote Bart eines 35jahrigen enthielt 
0,093°/o und der graue Bart eines 65jahrigen 0,142/o. 

Auf Asche sind diese Zahlen leider nicht umgerechnet. 
Nimmt man an, da die Barthaare der beiden oben erwdhnten 
Personen auch nur 1,0°/o Asche enthielten, was nach meinen 
eigenen Analysen noch zu niedrig ist, und daf diese im 
wesentlichen aus Kieselsiure bestand, so ergibt sich fiir die 





‘) 0. Hammarsten, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 6. Aufl. 


(Wiesbaden 1907), S. 684. 
*) Zitiert nach H. Schulz, Pfliigers Arch., Bd. 84, 1901, S. 67—69. 


®) Friedrich Kall, Die Kieselsiure in tierischen und mensch- 
lichen Organismen. Diss. Wiirzburg 1898. 
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Asche des roten Bartes 9,3°/o SiO, und fiir den Bart des 
Greises 14,2°/o SiO,. Fiir die Haupthaarasche des oben 
genannten 15 jahrigen berechnet sich 18,4°/o Si0,. Hugo Schulz 
hilt alle quantitativen Kieselsiurebestimmungen des Haares 
fiir ungenau, da es nicht gelinge, den an Haaren festhaftenden 
Kieselstaub zu entfernen. Unter diesem Gesichtspunkt betrachtet, 
méchte auch ich wenigstens die eine oben angefiihrte Angabe, 
daf die Haarasche bis 42°/o SiO, enthalten kénne, als zu hoch 
ansprechen. 

DaB die Krystallinse des Auges als epitheliales Organ 
kieselsiurehaltig ist, ist leicht verstandlich. Schulz!) fand in 
der Asche von Rinderlinsen 0,20°/o und in der von Rindern 
und Schweinen 0,28°/o SiO,. Was Menschenlinsen anlangt, 
liegen nur Beobachtungen an Starkranken vor. Wir haben 
aber keine Sicherheit, daf® der Kieselsiuregehalt der Linse bei 
Gesunden derselbe ist wie bei Starkranken. 

Von driisigen Organen hat Oidtmann schon 1858 die Leber 
untersucht. Die Asche der Leber eines 56 jiihrigen Mannes er- 
gab 0,27 °/o SiO, entsprechend 0,01 °/o der Lebertrockensubstanz. 
Die Asche der Leber eines an Marasmus senilis zugrunde ge- 
gangenen Mannes lieferte 0,12°/o SiO,, entsprechend 0,003 °/o 
der Trockensubstanz. Die Asche der Leber eines syphilitischen 
Neugeborenen ergab 0,18°/o SiO, entsprechend 0,009°/o der 
Trockensubstanz. Die Asche der Leber zweier Krahen enthielt 
3,93°/o SiO,, entsprechend 0,10°/o der Trockensubstanz. 

Auch in dem Sekrete der Leber, der Galle, ist stets 
Kieselsiure, wenn auch nur in Spuren nachweisbar. 

Das Gleiche gilt von der Milchdriise und ihrem Sekret, 
der Milch, auf die ich unten noch néher eingehen werde. 

Nach Kunkel?) und seinen Schilern Faulhaber, 
Liiring und Kall ist auch das Pankreas stets kieselsiure- 
haltig. Noch Faulhaber kann es bis 0,1234°/o seiner Asche 
aus Kieselsiure bestehen. In neun Analysen des Kunkelschen 





1) H. Schulz, Pfliigers Arch., Bd. 84, 1901, S. 78. 

*) A. J. Kunkel, Sitzungsber. der physikal.-med. Gesellsch. zu 
Wiirzburg, Jahrg. 1898, S. 78. Vgl. Malys Jahresber., Jahrg. 29, S. 438 
und Jahrg. 30, S. 512. Hier irrtiimlich 12,339 °/o Si,,. 
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Instituts fehlte die Kieselséure in diesem Organ nie. Kunkel 
und seine Schiiler kommen zu dem Ergebnis, daf in diesem 
Organ die Vorratskieselséure des Organismus so auf- 
gestapelt wird, wie das Jod in der Schilddriise und 
das Eisen in der Leber. Kahle?) hat dann weiter geglaubt 
eine innige Beziehung des Kieselséuregehaltes des Pankreas 
zu Tuberkulose und Carcinom feststellen zu kénnen. Bei 
Tuberkulose sollte das Pankreas an Kieselséure verarmen und 
bei Carcinom sich mit Kieselsiure, die aus dem carcinomatésen 
Organ auswandert, anreichern. Kahles Untersuchungsmaterial 
war aber nur sparlich. Darum hat Schulz?) diese Frage 
kiirzlich von neuem geprift. Er untersuchte 73 menschliche 
Bauchspeicheldriisen und fand als Mittel samtlicher Analysen 
in 100 g Trockensubstanz 12,05 mg SiO,. Falls die Falle von 
Tuberkulose und Krebs ausgeschlossen wurden, ergab sich als 
Mittel 13,07 mg. Das Mittel aus 11 Pankreasdriisen sicher 
Tuberkuléser ergab 13,59 mg, also eine Steigerung des Kiesel- 
sduregehaltes, und das Mittel von 9 Krebskranken 15,92 mg, 
also ganz im Sinne von Kahle eine gewisse Steigerung. 
Es darf nicht verschwiegen werden, da bei beiden Krankheiten 
auch Einzelwerte weit unter dem Mittel gefunden wurden, sowie 
da Schulz tiber die etwaige Behandlung der Tuberkulésen, 
aus deren Leichen diese Driisen stammten, mit kieselséure- 
reicher Kost oder Arznei, wodurch diese mit Kieselsiure wieder 
angereichert sein kénnten, keine Angaben macht. Das mittlere 
Gewicht der frischen Driise betrug durchschnittlich 56,82 g 
(59,88 beim Mann, 51,90-bei der Frau), die Trockensubstanz 
18,7472 g, die Asche 6,3144 g mit 0,2071°/o SiO,. Bei Leuten 
von 60—80 Jahren war der SiO,-Gehalt des Pankreas besonders 
hoch; das Maximum war 1,3831 °/o. 

Von andern hierhergehorigen Organen bezw. Be- 
standteilen der Warmbliiter, in denen Kieselsaure gefunden 
wurde, nenne ich das Gehirn, in dem sie beim Kalbe nach 
Gorup-Besanez*) als Kieselfluornatrium enthalten ist, 





‘) Hanns Kahle, Minch. med. Wochenschr., Jahrg. 1914, S. 752. 
*) Hugo Schulz, Biochem. Zeitschr., Bd. 70, 1915, S. 464. 
°) Gorup-Besanez, Lehrb. d. physiol. Chem., 4. Aufl. 
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das Eidotter, in dem sie nach Poleck?) 0,55—1,40°/o der 
Asche ausmacht, und das Eiweif{ der Eier, dessen Asche 
nach Poleck und Weber?) 0,28—2,04°/» Kieselséure enthalt. 

Dies ist der wesentliche Inhalt der Weltliteratur tber 
den Kieselsiuregehalt epithelialer Gebilde. 

Ich selbst habe sieben Analysen von rotem Haupt- 
haar und zum Vergleich drei von nichtrotem angestellt. Die 
Analysen von Baudrimont und von Gorup fir nicht rotes 
Haar schwanken in ihrem Kieselsauregehalt zwischen 6,61 und 
30,67 °/o; meine eigenen ergaben 7,4—22,8°/o fiir Asche. Der sehr 
hohe Kieselsiuregehalt der Asche roten Haares, den Beau- 
drimont fand, steht vereinzelt. Bei meinen Analysen schwankt 
der Kieselséiuregehalt der Asche von rotem Haar zwischen 
2,61 und 29,30°/o. Als Durchschnitt ergibt sich bei mir 14,04°/o. 
Irgend welche Sonderstellung in bezug auf den Kieselsaéure- 
gehalt nimmt das rote Haar also nicht ein. Wie die aufer- 
ordentlich grofien Schwankungen des Siliciumgehaltes der Asche 
zu erkléren sind, ist unbekannt; mir geniigt, sie zweifellos 
festgestellt zu haben. Recht auffallend war mir, daB die Asche 
einzelner roter Haararten einen rotbraunen Farbenton hatte 
und reichlichen Eisengehalt ergab. In dem unter Nr. 6 in 
die Tabelle aufgenommenen Falle wurde das Eisen titrimetrisch 
mittels Permanganat bestimmt; es betrug auf Fe,O, bezogen 
14,81°/o der Asche. Ob dieser Eisengehalt zu der roten Farbe 
des Haares mit beigetragen hat, wei8 ich nicht. 

Auch in der Schafwolle scheint, wie im menschlichen 
Haar, der Kieselsiuregehalt betrachtlich schwanken zu kénnen. 
Wiahrend Gorup-Besanez in der Asche 8,3°/o SiO, angibt, 
fand ich 31,1°/o. Es liegt nach Kobert nahe, anzunehmen, 
daB Wolle sonst gleicher Art um so haltbarer ist, je hoher 
ihr Kieselséuregehalt ist. 

Auch bei ein und derselben Seidenart diirfte nach 
Kobert mit dem Gehalt an Kieselsaéure die Haltbarkeit steigen. 
Ich fand fiir ein mindestens 100 Jahr altes Seidengewebe, das 
als ostindisches galt, einen Kieselséuregehalt der Asche von 





1) Ebenda, S. 740. 
*) Poleck und Weber, Hoppe-Seylers Physiol. Chemie, S. 778. 
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Untersuchte 


Substanz 
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| 
Stammt wo- 


her ? 





Epitheliale Organe bezw. Produkte solcher. 
eS 


Si0,-Gehalt 





| 
Menge Asche in) 


der fett- | Prozen- 


freien | ten der 


Trocken-|Trocken- 


substanz/substanz 








bo 


J] 


10 


19 


20 | 





Menschenhaar 
graubraun 


Menschenhaar 
weil 
Menschenhaar 


| 
| Manner 
| altere Dame 


| weibl. Person 


kastanienbraun | 


Menschenhaar 
braunrot 


Menschenhaar 
goldblond 


Menschenhaar 
hellrot 


Menschenhaar 
hochrot 


Menschenhaar 
hellrot 


Menschenhaar 
rotblond 


> 


Wolle 
vom Schaf 
Seide 
aus Ostindien 
Mailinder gelbe 
Seide 
Cornu Cervi 
Hirschhorn 


Hatmakers 
Trockenmilch 


Marine- 
Trockenmilch 
Nebennieren 
* 
Thymusdriise 
5 Amnioshiute 

6 . 
Hausenblase 


Mann 


weibl. Person 


Madchen 





} 
| Knabe 


Midchen 


» 
neues weiles 
Flanellgewebe 


'uraltes schwach 
gefairbtes Gewebe 


Crefelder Fabrik 


> 
altes Samm- 
lungspraparat 
deutsches 
Handelspriparat 
englisches 
Marinedepot 
Mensch 
Kind 
Mensch 


beste Sorte 











g %o 
10,0 | 1,87 
12,0 | 0,29 
25,0 | 0,48 
20,0 1.58 
220 | 1,40 
20,0 | 1,07 
65 | 1,20 
10,0 | 1,16 
30,0 0,90 
18,0 2,83 
10,0 | 3,54 
10,0 | 3,98 
10,0 0,58 
10,0 0,42 
14,0 | 57,95 
100 | 8,14 
10,0 | 5,88 
4,8 3,90 
4,0 3,30 
5.8 4.36 
18,2 | 1,34 
210 | 0,64 
10,0 | 1,06 
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1,26°/o und fiir zwei von einer Crefelder Firma bezogene 
Muster Mailander hellgelbe Seide 0,86 und 1,90°/o. Der héhere 
Preis entsprach dem hodheren Kieselsaduregehalt. 

Von dem friiher offizinellen Cornu Cervi tornatum 
lag ein mindestens 30 Jahre altes Sammlungspraparat von 
ausgezeichneter Gite vor. Seine Asche enthielt, da es ja ein 
epitheliales Gebilde ist, Kieselséure, aber nur 0,86°/o, also 
gerade so viel wie eine Mailandische Seide. 

Uber den Kieselsiuregehalt der Milch liegen nur spiir- 
liche Angaben vor. Oidtmann') fand in der Asche der 
Frauenmilch 0,72°/o SiQ,, entsprechend 0,03°/o der Trocken- 
substanz. Die nicht getrocknete Kuhmilch enthalt nach Pfy1?) 
im Liter 1,9 mg Si0,, d. h. also doppelt soviel als Eisen. 
Sterilisieren der Kuhmilch in Glasflaschen, namentlich in noch 
ungebrauchten, kann nach Pfyl diesen Kieselsiuregehalt nicht 
unwesentlich steigern. Ich glaube nicht, daf8 dadurch Gefahren 
bedingt werden; im Gegenteil wird dadurch die Kuhmilch der 
Menschenmilch aihnlicher, denn nach meinen Analysen enthilt 
ja die Muttermilchasche doppelt soviel Kieselsiure als die 
Kuhmilchasche; ich fand naémlich in der Asche von zwei 
Trockenmilchpraparaten nur 0,34—0,37°/o SiO,. Kobert hilt 
die Zufuhr von Kieselsiéure beim Sdugling fiir ebenso wichtig 
als die von Kalk und Magnesia, und wichtiger als die von 
Eisen, denn der Embryo legt vor der Geburt ein Vorratsdepot 
von Eisen an, das neun Monate nach der Geburt vorhilt, 
wihrend sein Kieseldepot (Thymus?) nicht sicher bekannt ist. 

Von bisher anscheinend ununtersuchten Organen epithe- 
lialer Natur habe ich mehrere untersucht. Der Kieselsdure- 
gehalt der Asche der Nebennieren schwankte zwischen 7,44 
16,10°/o; der der Thy musdriise betrug 8,04°/o. In der Asche 
der Amnioshaut fand ich 20,00—20,22°/o, in der als beste 
Sorte Hausenblase in den Handel kommenden Fischblase des 
Stér 2,83°/o. Beide Gebilde haben nur einen sehr diinnen epithe- 





1) H. Oidtmann, Uber die anorganischen Bestandteile der Leber usw, 


Wiirzburger Preisschrift 1858. 
*) B. Pfyl, Arbeiten aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte, Bd, 48. 


1915, S. 321. 
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lialen Uberzug und darunter Bindegewebe, welches die Haupt- 
menge der Amnioshaut und der Fischblase ausmacht. Der 
Kieselséuregehalt kommt hier wohl hauptsichlich dem Binde- 
gewebe zu. Ich hatte daher beide Organe auch im folgenden 
Kapitel mit abhandeln kinnen. Da8 der Kieselsdiuregehalt des 
Amnios so hoch ist, erklirt sich wohl ungezwungen daraus, 
dafs diese Haut den St6fen des sich oft lebhaft bewegenden 
Kindes einen kraftigen Widerstand leisten mu’. Den Kiesel- 
siuregehalt der Hausenblase hat tibrigens schon H. Schulz 


gefunden. 


2. Uber den Kieselsdiuregehalt von Abkémmlingen 
des mittleren Keimblattes. 


Die Untersuchung der hierher gehdrigen Gebilde des 
Menschen und der Tiere ist die Domaine von H. Schulz.') 
Das Ergebnis seiner sehr zahlreichen tiberaus miihsamen Unter- 
suchungen ist, dafi, wo Bindegewebe im Tierk6rper sich findet. 
da auch Kieselsaéure angetroffen wird, ferner, da’ der Kiesel- 
siuregehalt bei dem gleichen Gewebe in der Jugend des In- 
dividuums hoéher als im Alter ist und seinen hdchsten Wert 
im embryonalen Bindegewebe und in der Glaskérpersubstanz 
erreicht. In 100 g Trockensubstanz des Rinderglaskoérpers 
fand Schulz 58,24 mg SiO, und in der der menschlichen 
Whartonschen Sulze 24,36 mg SiO,. Auf Asche umge- 
rechnet ergeben sich fiir die Sulze 0,5985°/o. Frauen- 
berger,?) der diese Untersuchung wiederholte, fand in der 
Asche der Sulze allerdings nur 0,0284?/o Si0,. Wie dieser 
Widerspruch zu erkliren ist, weif ich nicht. Die Glaskérper- 
asche von Rindern und Schweinen vermischt ergab 0,1762°/o 
SiO, und die von Rindern allein 0,1428°/o. Uber den SiO,- 
Gehalt der Krystallinse ist bei den epithelialen Organen 
gesprochen worden. Die Bulbuskapsel ergab Schulz in 
100 g Trockensubstanz bei Rindern und Schweinen 8,7 bis 


') Hugo Schulz, Pfliigers Arch., Bd. 84, 1901, S. 67 und Bd. 89, 


1902, S. 112. 
*) F. Frauenberger, Uber den Kieselsduregehalt der Wharton- 


schen Sulze. Diese Zeitschrift, Bd. 57, 1908, S. 17. 
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14,1 mg SiO,. Auf Asche berechnet sich 0,21—0,26°/o. In 
100 g Trockensubstanz der Milzkapsel fand Schulz 17,2 
bis 20,4 mg SiO,; auf Asche berechnet sich 0,42—0,49°/o. 
Fiir 100 g Trockensubstanz der Milzpulpa fand er 13,6 bis 
16,3 mg SiO, entsprechend 0,14—0,18°/o der Asche. Der 
S. 261 u. 265 schon erwahnte Oidtmann fand in der Asche der 
menschlichen Milz 0,17°/o Si0,. Die Dura mater des mensch- 
lichen Gehirns ergab Schulz in 100 g Trockensubstanz 8,7 mg 
SiO,, entsprechend 0,33°/o der Asche. In 100 g Trocken- 
substanz der Fascien fand er 10,6 mg SiO,, entsprechend 
0,24°/o der Asche; in 100 g Trockensubstanz menschlicher 
Sehnen 4,i—8,6 mg SiO,, entsprechend 0,10—0,42°/o der 
Asche. Jain einem weiteren Falle fand er sogar 0,49°/o der 
Sehnenasche aus Kieselsiure bestehend. Hier ist die Schwan- 
kungsbreite also eine sehr grofe. In 100 g Trockensubstanz 
von Rindersehnen fand unser Autor 7,3—13,7 mg SiO,, 
entsprechend 0,23—0,66°/o der Asche. Beim Pflanzenfresser 
scheinen danach die Werte viel hdher zu liegen als beim 
Menschen. 100 g Trockensubstanz von Rinderaorta ergaben 
9,87 mg SiO,, entsprechend 0,28°/o der Asche. Die Trocken- 
substanz kiuflicher Gelatine ergab in 100 g 28,3—29,7 mg 
Si0,, entsprechend 1,72—1,78°/o der Asche. Fir selbst dar- 
gestelltes Glutin lauten die entsprechenden Werte 22,7 mg 
und 1,53°/o der Asche. Fir Rindfleisch fanden sich in 
100 g Trockensubstanz 18,2—88,5 mg SiO,; der Durchschnitt 
aller 5 Analysen ergibt 42,3 mg. Auf Asche berechnen sich 
0,03—0,17°/o. Wie in den Rindersehnen, so ist also auch 
im Rindfleisch der Kieselséuregehalt ein schwankender. Fiir 
100 g Trockensubstanz der Wadenmuskulatur des Men- 
schen fand Schulz 19,1—27,0 mg SiO,, entsprechend 0,04 
bis 0,06°/o der Asche. Der Kieselsiuregehalt des Rindfleisches 
iibertrifft also infolge der rein pflanzlichen Nahrung dieses 
Tieres den des Menschenfleisches. In 100 g Trockensubstanz 
des Ovarialcysteninhaltes einer Frau fanden sich 3,81 mg 
Si0,, in einem andern Falle aber 9,06 mg. Auf Asche be- 
rechnet ergeben beide Fille 0,03°/o. Eiterasche ergab 
0,05°/o SiO,. 100g Trockensubstanz entfetteter Hautstiicke 
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vom Menschen ergaben 3,8—5,1 mg SiO,, entsprechend 0,11 
bis 0,19°/o der Asche. Soweit folge ich den Angaben von 
Schulz. 

Von andern hierher gehérigen Gebilden ist namentlich 
noch das Blut zu nennen, in dessen Asche sie bei Végeln’) 
und Rindern?) nachgewiesen worden ist. In der Blutasche 
einer an Gelenkrheumatismus gestorbenen Frau fand Witting *) 
0,53°/o SiQ,. 

Ich lasse nun meine eigenen Analysen folgen und zwar 
genau nach demselben Schema wie in der ersten Tabelle 
(s. Tabelle II). 

Die ersten 13 Nummern der Tabelle beziehen sich auf 
Blut und daraus gewonnene Stoffe. Wir sehen, da8 in 
der Asche die Kieselsiure nie fehlt; sie mu daher als ein 
normaler Blutbestandteil des Menschen, des Rindes, Ham- 
mels und Pferdes und daher wohl aller Séugetiere an- 
gesehen werden. Wie wir oben erfuhren, hat sie Dammer 
auch im Vogelblut nachgewiesen. Sie findet sich nach 
meinen Analysen sowohl in den Blutkorperchen als im 
Blutserum. Ganz besonders reichlich aber wird sie vom 
Fibrin an sich gerissen, in dessen Asche sie 15,9—30,0°/o 
ausmachen kann. Dies ist eine ganz neue, bisher tibersehene 
Tatsache, die auf die von Bergel eingefiihrte therapeutische 
Benutzung des Fibrins bei Wunden und Knochendefekten Licht 
wirft. Es ist nicht unwahrscheinlich, da8 gerade die Kiesel- 
siure dabei wesentlich mitwirkt, denn wo Bindegewebe sich 
bilden soll, muf Kieselséure vorhanden sein. Daf das aus 
Rinderfibrin dargestellte Pepton der Firma Dr. Friedrich 
Witte in Rostock ebenfalls Kieselsiure enthalt, ist leicht- 
verstandlich. 

Fiir Muskulatur des Rindes und des Menschen habe ich 
5. 267 die von Schulz gefundenen Werte mitgeteilt. Das Herz 
hat von allen Muskeln die gréSte Arbeit zu leisten. Es schien 
mir daher nicht ohne Wert, es auf seinen Kieselsduregehalt 


'' Dammer, Anorgan. Chemie, Bd. 2, 1894, S. 485. 
*) G. Tammann, Diese Zeitschrift, Bd. 12, 1888, S. 325. 
8) Witting, Archiv der Pharmazie, Jg. 1857, Bd. 140. 
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Tabelle II. Abkémmlinge des mittleren Keimblattes. 
ee ee—Vv—_V37 
| | Menge Asche in) giQ,-Gehalt 
| | der fett-| Prozen- | ite 
Lfd. | Untersuchte Stammt wo- | frejen | ten der | 4 
; |Trocken- Trocken-| ‘Trock.- 
' a | 
ise. manetane | mae? substanz substanz) Asche Subst. 
| | g | % | % | % 
1 | Getrockn. Blut | Rind 20 | 4,61 | 1,11! 0,05 
2 > > | > 5,0 5,20 | 1,15) 0,06 
3 > > Mensch 15,0 4,70 2,35 | 0,04 
4 > > Hammel 10,0 4,84 0,42) 0,02 
5 | Blutkérperchen Rind 11,5 2.26 3,45 | 0,08 
6 Blutserum Pferd 10,0 11,27 2,93 | 0,33 
7 ; > 7,0 | 10,50 | 848) 0,36 
s > Mensch | 4,0 8,89 | 1,69 | 0,15 
9 Fibrin Rinderblut 11,0 0,45 | 15,91) 0,64 
10 , Menschenblut | 10,0 | 0,86 | 16,28| 0,14 
11 > > 12,7 0,39 | 30,00 0,12 
12 | Substitol Bergel| E. Merck 10,0 | 0,70 | $143} 0,22 
13 | Pepton Witte | Witte-Rostock; 10,0 | 1,58 | 4,43 0,07 
14 |  Herzmuskel | Hund 26,0 | 3,06 | 217/ 0,004 
15 > | Mensch 25,0 | 1,92 | 3,69) 0,072 
16 > > 19,0 | 2,06 3,85 | 0,08 
17 > _|Mensch,gesunder} 28,0 | 2,39 | 4,71) 0,11 _ 
3 | ) : 
“2 tp) Diinndarm — rp | ‘ ' ‘ 
18 5 8 | oberes Stick Midchen 16,5 | 1,58 §,46 0,13 
S| Dii 
q | «| Diinndarm . | P 
19 |3 5 lunteres Stick 9,5 | 1,05 | 10,01) 0,10 
= 2! Diinndarm - | | = or 
20 Z| oberes Stiick| 40Jéhr. Frau 16,0 | 2,90 | 9,65! 0,29 
CO ~ 
5-<| Diinndarm | of 9 ag | 
21 = © ‘unteres Stick 46 > . 13,4 | 2,50 sani 0,06 
22 |:2| Dickdarm | 46 > >» 20,5 | 240 | 8,04} 0,07 
| ‘ tag | 
| chirurg. Klinik 2 ax l as 
23 Catgut Resiock 80 | 3,85 9,71 | 0,37 
med. Warenhaus | 92 | ‘ 
24 : Mme 6,0 1,28 10,39 0,13 
25 | Gelatina alba | Apoth. Rostock 20 | 280 | 2,68| 0,07 
; ied 
96 | Ppithellreie Cutis) Ff Merck | 10,0 | 3,22 | 046/ 0,01 





vom Rind (?) 
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zu priifen. Die von mir gefundenen Werte liegen auffallend 
hdher als die von Schulz. Wéahrend Schulz fiir die Asche 
des Menschenmuskels 0,06°/o und fiir die des Rindes 0,17°/o 
als Maximum fand, fand ich fiir die Asche des Herzmuskels vom 
Hund 2,17°/o und fiir die des Menschen sogar 3,69—4,71°/o. 

Aus den bindegewebigen Teilen der Diinndarmwandungen 
von Schafen wird das Catgut bereitet. Ich konnte in der 
Literatur keine Angabe tiber die Aschenbestandteile dieses 
wichtigen Nahtmateriales finden. Entsprechend meinen S. 263 
wiedergegebenen Anschauungen tiber Seide und Wolle erwar- 
tete ich, daf auch die Catgutasche merkliche Mengen von 
Kieselsiure enthalten werde. In der Tat fand ich 9,71 bis 
10,39°/o SiO, darin. Dies gab mir Veranlassung, auch die 
von Mucosa und Submucosa befreite Darmwandung 
auf Kieselsiure zu priifen. Ich fand bei einem Madchen in 
der Asche des Diinndarmteiles 8,46—10,01°/o SiO, und bei 
einer Frau 2,08—9,65°/o und in der Asche des Dickdarmteiles 
3,04°/o. Es ist anzunehmen, daB die entsprechenden Darm- 
abschnitte von Pflanzenfressern noch hodhere Werte liefern 
werden. Der hohe Kieselsiuregehalt des Catgut wird dadurch 
verstindlich. An der Haltbarkeit der Catgutfiiden diirfte der 
Kieselsiuregehalt wesentlichen Anteil haben. 

Meine Kieselsaurewerte fiir Gelatine liegen etwas hoher 
als die von Schulz. Er fand in der Asche hoéchsens 1,78°/o 
SiO,, ich fand 2,68°/o. 

Was die Haut anlangt, so enthalt die Oberhaut selbst- 
verstandlich Kieselsiure. Fiir die Lederhaut liegen keine 
Zahlen vor. Schulz analysierte ein Gemisch von Epidermis 
und Cutis. Ich fand fiir die Asche des zu Gerbsaéurebestim- 
mungen in den Handel kommenden schneeweifen flockigen 
Handelspriiparates von wohl dem Rind entstammender Leder- 
haut 0,46°/o SiO,. Wie weit fiir die technische Brauchbarkeit 
von Lederwaren deren Kieselsiuregehalt Bedeutung hat, kann 
nur auf Grund zahlreicher Analysen festgestellt werden. 

Fassen wir die Ergebnisse beider Kapitel zusammen, so 
kOnnen wir sagen, daf die Produkte beider Keimblatter 
Kieselsaéure enthalten. 
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3. Uber die Ausscheidungsstitten der Kieselsiure 
aus dem Organismus. 


DaB die Galle’) und die Milch regelmafig Kieselsiure 
enthalten, wurde schon S. 261 und 265 besprochen. Beim 
Vogel verlaBt auch im Eidotter und Eiwei8 ein Teil dieser 
Substanz den miitterlichen Organismus. Ebenso wird mittels 
Hautschuppen, Nigeln und Haaren Kieselsiure vom Or- 
ganismus abgestofen. 

Es bleiben jetzt noch die zwei Hauptabzugswege des 
Organismus zu besprechen, niémlich die Ausscheidung durch 
die Niere und die durch die Darmdriisen. 

Nach Hammarsten?) enthalt der Menschenharn «nach 
den gewohnlichen Angaben etwa 0,3°/oo SiO,». Daraus wiirde 
sich bei einer durchschnittlichen Tagesmenge von 2,5 Liter 
als tagliche Ausscheidung eines Erwachsenen die be- 
trachtliche Menge von 750 mg SiO, ergeben. Neuberg’) 
freilich steht der Annahme, da8 der Harn des Menschen kiesel- 
siurehaltig sei, auf Grund eigener Analysen skeptisch gegen- 
tiber. Er sagt: «Fast nie findet man wagbare Mengen von 
Kieselsiure, wenn man ganz reine GefifSe, und zwar Platin- 
schalen oder Porzellanschalen mit sehr harter Glasur benutzt 
oder die Kieselsiure nicht etwa mit Reagenzien einschleppt». 
Vor kurzem haben Ludwig Knorr in Jena und Hermann 
Weyland in Berlin das Patent Nr. 285285 (vom 22. Marz 
1914) auf Darstellung von Estern der Orthokieselsaure erhalten. 
Diese sollen kurzen Zeitungsnotizen nach, gleichgiltig, ob sie 
wasserlislich oder unléslich sind, bei innerlicher Darreichung 
im Magendarmkanal gespalten werden, und die Kieselsdure 
soll durch den Harn bei Menschen und Tieren zur Ausschei- 
dung gelangen. Selbst das ganz unlosliche tertiire Glycerin- 


orthosilicat 





1) Vgl. Mercks Jahresbericht, Bd. 18, 1914, S. 2. 
*) Olof Hammarsten, Lehrbuch der physiol. Chem., 6. Aufl. 


(Wiesbaden 1907), S. 624. 
5) Carl Neuberg, Der Harn, Teil I (Berlin 1911), S. 74. 
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gelangt nach diesen Autoren bei innerlicher Darreichung zu 
30°/o in den Harn, mu also vorher gespalten und resorbiert 
worden sein. 

In den Konkrementen der menschlichen Harn- 
wege wollen Fourquoy und Vauquelin') Kieselséure ge- 
funden haben; seit mehr als 100 Jahren ist diese Angabe. 
aber unbestitigt geblieben. 

In den Harnwegen der pflanzenfressenden Tiere 
sind dagegen kieselsiiurehaltige Konkremente schon sehr lange 
bekannt. So beschrieben Koningk und Wurzer?) solche. 
Liebner*) beschrieb Harnréhrensteine der Schafe, in 
denen sich neben 11,03°/o organischer Substanz und 11,62 °/o 
Kalk 6,24°/o Schwefelsiure und 71,05°/o Kieselsaéure befanden. 
Einige seitdem tiber tierische Kieselsteine erschienene Ar- 
beiten gebe ich nach der neuesten Zusammenstellung von 
Klimmier‘) wieder. Nach diesem Autor kommen Blasensteine 
bei wilden und zahmen Tieren, mégen sie nun Pflanzen- oder 
Fleischfresser sein, vor, und zwar in allen Landern. Natiirlich 
fehlt es aber noch sehr an Analysen dieser Steine. Unter 
Ochsen und Schafen kommt die Steinkrankheit, und zwar 
auch die mit Kieselsiure, endemisch vor, wiéhrend unsere 
Siure in den Pferdesteinen bisher nur selten gefunden 
wurde. Die Rindersteine enthalten dagegen meist Kieselsdure. 





'! Fourquois und Vauquelin, Mém. de l'Institut national, 
Bd. 4, Paris 1803, S. 162 und 395. 

*) Koningk u.Wurzer, Schweiggers Journal, Bd. 36, 1822, S.321. 

*) Liebner, Chemische Untersuchung von Harnréhrensteinen der 
Schafe. Buchners Repert., Bd. 15, 1866, S. 32. 

‘) M. Klimmer, Uber Harnsteine unserer Haussiugetiere. Arch. 
d. wissensch. und prakt. Tierheilkunde, Bd. 25, 1916, S. 336. 
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Dammann’) fand in einem Falle neben 1,1°/o Magnesia, 
0,7°/o Phosphorsiiure und 0,3°/o organischer Substanz nicht 
weniger als 97,9°/o Kieselsiure. 

Die Harnsteine der Schafe und Ziegen stimmen in 
ihrem chemischen und physikalischen Verhalten im allgemeinen 
mit jenen der Rinder tiberein. Lintner?) in Weyhenstephan 
gibt als Zusammensetzung in einem Falle an: Kieselséure 
71,05 °/o +- Schwefelsaure 6,24°/o + Kalk 11,62°/o +- Eisen und 
Magnesia in Spuren + 11,03°/o organische Substanz. Dam- 
mann®) beschrieb bei diesen Tieren massive gelbbraune Steine 
aus Kieselsiure (30°/o), umgeben von Magnesium und Calcium- 
carbonat (60°/o) und durchsetzt von 7°/o organischer Binde- 
substanz. In den Blasensteinen der Hunde, Katzen und 
Schweine ist SiO, bisher nicht gefunden. 

Als Ursache der Steinbildung wird von Dammann 1897 
fiir die Kieselsiuresteine der Zugochsen tibermabige Kartoffel- 
und Schlempefiitterung angesprochen, da nach deren Sistierung 
weitere Erkrankungen nicht vorkamen. Pflug‘) fihrt die 
Bildung von Steinen, die auBer SiO, auch Calciumcarbonat, 
Calcium- und Magnesiumphosphat und Tripelphosphat enthielten, 
auf knappe Darreichung von Wasser (mineralreichem) und von 
Futter, das an erdigen und salzigen Bestandteilen reich war, 
zurick. Dammann glaubt, daf die reichlichen sauren Phos- 
phate des Harns, die durch die Kartoffelnahrung bedingt waren, 
den Harn sauer machten und die Kieselsiure ausfiillten. 

Mir selbst standen durch giitige Vermittlung von Prof. 
Brand! in Minchen vier beliebige Rinderharnsteine aus 
dem Institute von Prof. Kitt in Miinchen zur Verfiigung, iiber 
die ich kurz folgendes mitteile. 


Stein I von Erbsengréfe, 0,5 g schwer, war in verdiinnter Salzsiure 
unter Aufbrausen vdllig léslich. Kieselsiure war nicht nachweisbar. 

Stein II von Bohnengréfe, 1,4 g wiegend, von grauer Farbe, leicht 
zerreiblich, war in verdtinnter Salzséiure ohne Gasentwicklung zum gréften 





1) Dammann, Deutsche tierarztl. Wochenschr., Bd. 5, 1897, S. 435. 
*) Lintner, siehe bei May, Wiener Vjschr. f. Vet., Bd. 27, S. 158. 
5) Dammann, Magaz. f. d. ges. Tierheilkunde, Bd. 36, 1870, S. 450. 
*) Pflug, Adams Wochenschrift, Bd. 3, 5. 17. 
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Teil léslich. Er enthielt im wesentlichen Kieselsdure, deren Menge 0,071 °/o 
des Steines ausmachte. 

Stein III, offenbar von demselben Tier stammend, bohnengrof, 
grauweifs, leicht zerreiblich, in verdiinnter Salzséure ohne Gasentwicklung 
zum gréfsten Teil léslich. Der unlésliche Teil enthielt im wesentlichen 
Kieselsiure, deren Menge ebenfalls 0,071°;o des Steines ausmachte. 

Stein IV, 1,74 g schwer, besteht aus einer Anzahl kleiner erbsen- 
formigen Partikel, die sehr hart sind. Salzséure entwickelt daraus sehr 
reichlich Kohlensaure, léste aber keineswegs alles. Mit Hilfe der Fluor- 
ammonmethode wurden 8 mg SiO, nachgewiesen, d. h. 0,46°/o des Steines. 


Also waren von vier beliebig herausgegriffenen noch nicht 
analysierten Rinderharnsteinen drei in geringem Grade kiesel- 
siurehaltig. Dies stimmt zu der Ansicht, daf in den Steinen 
der Rinder sehr oft Kieselsiure enthalten ist. Allerdings 
scheint ihre Menge sehr betrachtlich schwanken zu k6nnen. 

Auch iber fliissige Kieselsfiureausscheidung durch 
den Harn von Rindern bei normaler Fiitterung bin ich 
dank dem Entgegenkommen von Geh. Rat N. Zuntz in Berlin 
in der Lage, einige Mitteilungen machen zu k6nnen, die er 
unserm Institute zur Ver6ffentlichung tiberlassen hat. 

Es handelt sich um Stoffwechselversuche, die zu einer 
noch nicht gedruckten Versuchsreihe iiber die sogenannte 
Lecksucht gehéren. Diese Versuche wurden von Dr. Strigel, 
jetzt Abteilungsvorsteher in Pommritz, ausgefiihrt. Uns inter- 
essiert daran das Folgende. 


Die Versuchstiere wurden sémtlich nur mit Heu, zum Teil unverander- 
tem, zum Teil chemisch prapariertem gefiittert. Das Protokoll der ersten vier 
Versuchsreihen befindet sich in den Handen des Landwirtschaftlichen 
Ministeriums in Berlin; von den tbrigen gebe ich folgende Daten: 

Versuch 5A: Kalb von durchschnittlich 72,5 kg Gewicht. Das 
taglich verfiitterte Heu im Gewicht von 1,328 kg Trockensubstanz ent- 
hielt 84,45 g Asche, darin 9,91 g SiO, ; im Tagesharn fanden sich 0,366 g SiO,. 

Versuch 5B: Dasselbe Heu wird mit Alkali gekocht und aus- 
gewaschen. Kalb 7, im Gewicht von 87 kg. Taglich verzehrt 1425 g Heu- 
trockensubstanz mit 61,07 g Asche, darin 12,05 g SiO,. Im Harn 0,24 g Si0,. 

Versuch 6A: Dasselbe Heu gedampft. Kochsalzzugabe zum 
Futter. Gewicht des Tieres 75,6 kg. Verzehr taglich 1,180 kg Heutrocken- 
substanz mit 40,6 g Mineralstoffe, darin 7,39 g SiO,, im Tagesharn 0,236 g SiO,. 

Versuch 6B: Dasselbe Heu mit verdiinnter Salzsaéure ausgelaugt. 
Dem Futter werden zugegeben 10 g Calciumphosphat, 30 g Calciumcarbonat, 
3 g Natriumearbonat bis zur Herstellung alkalischer Reaktion. Gewicht 
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des Tieres 97 kg. Verzehr tiglich 1,863 kg Heutrockensubstanz mit 78,9 g 
Asche, darin 13,74 g SiO,, im Harn 0,29 g SiQ,. 

Versuch 7A: Braunheu vom Jahre 1903. Gewicht des Tieres 
160,9 kg. Tageseinnahme 3,616 kg, Heutrockensubstanz mit 217,7 g Mineral- 
stoffen, darin 21,45 g SiO,, im Harn 0,63 g SiO,. 

Versuch 7B: Kalb von 137,2 kg. Tageseinnahme 2,692 kg mit 
172 g Asche, darin 15,3 g SiO,, im Harn 0,526 g. 

Versuch 8 A: Heu einer meliorierten Wiese, erster Schnitt vom 
Jahre 1904, keine Salzbeigabe. Gewicht des Tieres 158 kg. Tagesein- 
nahme 3,485 kg Trockenheu mit 192 g Asche, darin 24,58 g Si0,, im 
Tagesharn 0,5 g SiQ,,. 

Versuch 8B: Das Heu des vorigen Versuchs mit Zugabe von 
taglich 20 g Calciumphosphat, 4 g Natriumbicarbonat, 3,5 g Chlornatrium. 
Verzehr taglich 3,698 kg Heutrockensubstanz mit 199,1 g Mineralstoffe, 
darin 26,1 g SiO,, im Tagesharn 0,33 g. 

Versuch 9A: Heu einer meliorierten Wiese aus dem Jahre 1904, 
erster Schnitt ohne Salzbeigabe. Tiergewicht 177,6 kg. Im Tagesheu 
2,778 kg Trockensubstanz, 181,6 g Asche, darin 16,23 g SiO,, im Tages- 
harn 0,731 g. 

Versuch 9B: Heu einer mit Natriumsalpeter gediingten melio- 
rierten Wiese. Tiergewicht 171 kg. Tagesverzehr 3,324 kg Heu mit 157,0 g 
Mineralstoffe, darin 16,51 g SiO,, im Tagesharn 0,435 g SiQ,. 

Versuch 10 A: Fiitterung mit Grummet von einer meliorierten 
Wiese, Tiergewicht 127,2 kg. Tagesverzehr 2,032 kg Heutrockensubstanz 
mi¥ 136 g Mineralstoffe, darin 22,7 g SiO,, im Tagesharn 0,540 g SiQ,. 

Versuch 108: Braunheu der Ernte 1904, mittleres Tiergewicht 
85,7 kg. Verzehr taglich 1,311 kg Heutrockensubstanz mit 79,3 g Asche, 
darin 89,67 g SiO,, im Harn 0,240 g SiO,. 

Vielleicht interessiert die Leser noch folgende Zusammenstellung 
tuber den wechselnden Kieselsduregehalt des in Rede stehenden Heues 
verschiedener Ernte: 

Von demselben fand sich im Heu des Jahres 1902: 0,58°/o SiO,, 
1903: 0,72°/o Sid,, 
| 1904: 0,69°/o SiO,. 

Es wurden ferner verschiedene Schnitte desselben Jahrgangs 1904 
in bezug auf ihre Zusammensetzung verglichen, Da ergab sich in einem 
ungewohnlich friih geschnittenen Heu 0,66°/o SiO,, im normalen ersten 
Schnitt 0,69 °o, im Grummet 1,03°/o und im dritten Schnitt der zu friih 
geschnittenen Wiese 0,89 °/o. 


Diese Versuche beweisen, dag die Kieselsaure, in 
Form von Heu gefressen, beim Kalb resorbierbar ist 
und zum Teil durch den Harn wieder ausgeschieden 
wird. Offenbar enthalt der Harn aller Pflanzenfresser regel- 
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mibig Kieselsiure, falls das Futter nicht zu arm daran ist. 
Im Harn der Kaninchen hat sie schon Siegfried') nachgewiesen. 

Dab im Kot des normalen und kranken Menschen dauernd 
reichlich Kieselséure enthalten ist, beweist natiirlich fiir ihre 
Ausscheidung als Endprodukt des Stoffwechsels gar nichts. 
Wie beim Eisen miissen wir im Kot den unresorbiert gebliebenen 
Teil des Nahrungseisens und der Nahrungskieselséure von dem 
durch die Galle und durch die Darmschleimhaut ausgeschiedenen 
Teile unterscheiden; dies ist zur Zeit aber fir die Kieselséure 
noch nie versucht. Ob die resorbiert gewesene und vom 
Korper als tiberschiissig oder als abgenutzt ausgestofiene Kiesel- 
siiure zum Teil durch die Darmdriisen ausgeschieden wird und 
mit dem Kot weggeht, ist mithin eine noch nie studierte Frage. 

Ich habe S. 269—270 besprochen, daf der schleimhaut- 
freie Teil des Diinndarms kieselséurehaltig ist. Es schien Kobert 
wiinschenswert, die Mucosa und Submucosa ebenfalls auf 
ihren SiO,-Gehalt zu priifen. Falls eine Aufnahme oder <Aus- 
scheidung durch diese stattfindet, muf in ihr eine gewisse 
Menge von Kieselsiéure anzutreffen sein. Falls diese von der 
Nahrung herriihrt und also lediglich resorbierte ist, muf bei 
einer Dreiteilung des Darmes (oberer Diinndarm, unterer Diinn- 
darm, Dickdarm) das oberste Drittel am reichsten und das 
unterste am drmsten daran sein. Handelt es sich dagegen um 
Ausscheidung von Kieselsiiure durch die Darmschleimhaut, dann 
werden alle drei Teile gleich viel enthalten, ja vielleicht sogar 
der Dickdarm durschnittlich mehr als der mittlere Teil. Die 
nachstehenden Versuche sollten diese Frage klaren (Tab. IIl). 

Die Technik dabei war folgende. Der médglichst gut 
ausgeblutete Darm wurde der Linge nach gedffnet und aufs 
sorgfiltigste von Speiseresten bezw. Kot befreit, indem er 
wiederholt mechanisch gereinigt und dann mit Wasser abge- 
spilt wurde. Alsdann wurde der Diinndarm in eine obere 
und eine untere Halfte, einmal auch in Drittel zerlegt. Der 
Dickdarm bildete einen Abschnitt ftir sich. Alle Abschnitte 
wurden nun auf Glasplatten mittels eines stumpfen Messers 


‘') Alfr. Siegfried, Ein Beitrag zur Kenntnis des physiol.-chem. 
und pharmak. Verhaltens des kieselsauren Natrons usw. Diss. Rostock 1900. 
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Tabelle III. 
Mucosa und Submucosa des Darmes. 
f Menge /Asche in| SiO,-Gehalt wim 
Welcher | der fett-| Prozen- die d.SiO,- 
Lfd. Darm- ‘| **#mmt WO-! freien: | ten der Gehalt 
| Trocken-|Trocken- Trock.- 
Nr. |  abschnitt ? | her? substanz|substanz| Asche | pct. — ‘ 
| ge | % | % | % | Me 
' l 
Diinndarm | verbluteter 
| 1 - 42 | 334 | 1826] 3,09 
oberes Stiick | Mann | 
: 2 » | Verblutete | 2,0 | 895 | 4,47] 0,40 
3 , So vibriger | 411 | 324 | 2,67] 0,58 |} 681 
| Diinndarm 27 jahr. 
4 oberstes Stiick | Madchen 9,0 3,06 5,86 | 1,28 
Diinndarm | ; 
| 5 | mittl. Stick | ; 50 | 2,83 | 5,40) 1,60) 
| Diinndarm verbluteter ‘ ‘ | 
6 | unteres Stiick Mann 10,42 4,89 3,92) 0,19 1 
: 7 ‘ verputete | 20 | 895 | 447] 0,40 - 
i p Bye 
P 8 : 50 jahr.Mann| 32 | 3,00 | 362| 0,68 
Diinndarm 27 jahr. ' 
9 unterstes Stiick} Madchen 5,0 2,83 5,40| 1,60 
§ 10| Dickdarm | Yeplutete | 27 | 600 | 5,55) 0,33 
il ‘ nomaler | 5,5 | 5,42 | 526) 0,29 | a 
27 jahr. 
12 : Madthen | 10 | 480 | 6,21) 1,92 
13 : 50jahr.Mann| 1,75 | 1,43 | 5,29| 0,42 |) 
“ SS 
+) eee | kraftiger, | 10,5 | 1,03 | 609/ 041 | — 
|| gesunder 
15 | untere Halfte || Hund, ent-| 1440 0,73 | 828! 049) — 
u.Dickdarm |} _ blutet | | 
Aus- | | | 
scheidungen — | 
| 16| eines aus- |, nnuiiger | 152 | 077 | 316] 003| — 
geschalteten | | 
Dickdarms | 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. IC. 20 
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oder Messerriickens mechanisch abgeschabt, wobei Mucosa 
und Submucosa sich ablésen und zwar in Form eines feuchten 
weiBgrauen Breies. Dieser wurde sofort unter Alkohol ge- 
bracht und der Alkohol nach dem Hartwerden gewechselt. 
Zuletzt wurde mittels Ather im Soxhletschen Apparate das 
Fett quantitativ entfernt. Mit dem Fett gehen natiirlich auch 
die Lipoide zum gré8ten Teil mit fort. Die Menge dieser 
entfetteten und getrockneten Mucosa findet sich in Tabelle III 
in Grammen, dann weiter die daraus gewonnene Asche in 
Prozenten, ferner die Si0,-Menge in Prozenten der Asche und 
in Prozenten der Trockensubstanz. Der letzte Stab der Tabelle 
enthalt die Durchschnitte der Prozente fiir die drei Darm- 
abschnitte. Diese Zahlen sind die ftir uns hier mafgebenden. 
Wie wir erwarten muBten, ist der Kieselséuregehalt der der 
Kieselsiiureresorption entsprechenden Schleimhaut der oberen 
Diinndarmhilfte relativ groB, némlich im Durchschnitt 6,31 °/o 
der Asche. Die 5 Bestimmungen, aus denen sich diese Zahl 
zusammensetzt, zeigen jedoch selbstverstandlich betrichtliche 
Unterschiede, indem wahrscheinlich der verblutete Mann auf 
der H6he der Verdauung war und daher 13,2°/o SiO, lieferte, 
wihrend der unter Nr. 3 aufgefiihrte 5Ojaéhrige Mann wahr- 
scheinlich niichtern war und nur 2,57°/o SiO, lieferte. Bei 
dem unteren Diinndarm und bei dem Dickdarm ist die 
Schwankungsbreite erheblich geringer, weil hier nicht Re- 
sorption, sondern Ausscheidung vorwiegt oder sogar einzig 
und allein in Frage kommt. Namentlich fiir den Dickdarm 
mdchte Kobert dies durchaus behaupten. Samtliche vier 
Analysen fiir den Dickdarm ergeben iiber 5,2°/o der Asche 
an SiO,; der Durchschnitt ist 5,44°/o. Da auch bei dem 
5Ojaéhrigen Manne, dessen Kieselsdéureresorption so gering war, 
sich 5,29°/o ergeben haben, kann dies eben nicht Aufnahme, 
sondern nur Ausscheidung sein. Die Zahlen fiir den unteren 
Diinndarm liegen bei drei Personen unter 5°/o; der Durch- 
schnitt fiir alle vier betrigt 4,35°/o. Zur Priifung der Richtig- 
keit der hier entwickelten Anschauungen entblutete Kobert 
einen gesunden kraftigen Mittelhund nach 6stiindigem Hungern, 
und ich teilte seinen vom Magen abgeschnittenen ganzen Darmkanal 
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in zwei gleiche Hilften. Die obere, lediglich aus Diinndarm 
bestehende Hialfte lieferte 6,09°/o seiner Mucosaasche an SiO,, 
die andere aus unterem Diinndarm und Dickdarm bestehende 
Hilfte dagegen lieferte 8,28°/o. Also auch am _ niichternen 
Hunde iiberwog die Kieselsduremenge des unteren Darm- 
abschnittes die des oberen. Damit ist die Richtigkeit 
der Anschauung, daf der untere Darmabschnitt, wie 
er Kalk, Magnesia und Phosphorsdure abgibt, so auch 
Kieselsaéure ausscheidet, fuBerst wahrscheinlich ge- 
macht und zwar sowohl fiir den Menschen als fiir 
den Hund. 

Zur Gewifheit -konnte diese Anschauung nur erhoben 
werden, wenn es gelang, mit Hilfe eines im untersten Diinn- 
darmabschnitt anzulegenden Anus praeternaturalis den Dick- 
darm fiir mehrere Wochen von der Beférderung des Diinn- 
darminhaltes an den Anus ganz auszuschalten. Kobert!) war 
in der Lage, einen kraftigen Landarbeiter, dem wegen einer 
brandigen Hernie im untersten Diinndarmabschnitt ein solcher 
widernatiirlicher After angelegt worden war, mehrere Monate 
lang beobachten zu kénnen. Er hatte vortrefflichen Appetit 
und entleerte seinen gesamten Kot regelmafig durch die Fistel. 
Der Dickdarm wurde nach der Operation wiederholt von der 
Fistel her ausgespiilt und war bald ganz leer, so daB das in 
ihn eingefiillte Spilwasser vollig frei von Galle und Kot wieder 
zutage kam. Nach einiger Zeit stellte sich jedoch etwa 2mal 
wochentlich Stuhldrang ein und es kam jedesmal zur Ent- 
leerung von 1—3 grauweiblichen Klumpen, die nach der Ana- 
lyse Dickdarmausscheidungen waren. Sie hatten Talgkon- 
sistenz und enthielten Mucin, Epithelien, Eiweif, Fettsduren, 
Seifen, Neutralfette. In der Asche fanden sich Alkalien, Cal- 
cium, Magnesium, Eisen, Phosphorséure. Ob auch Kieselsdure 
vorhanden war, wurde friiher nicht untersucht. Ich erhielt 
jetzt die letzten im Besitze von Kobert befindlichen Reste 
solcher unter Alkohol aufbewahrten Klumpen. Sie waren drei 
Monate nach Anlegung der Fistel entleert, konnten also un- 

1) R. Kobert und W. Koch, Einiges tiber die Funktion des mensch- 


lichen Dickdarms. Deutsche med. Wochenschr., Jahrg. 1894, Nr. 47. 
20* 
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modglich noch Reste von Kot enthalten. Wéahrend die aus 
den ersten zwei Monaten einen mittleren Aschengehalt von 
27,88°/o, berechnet auf Trockensubstanz, ergeben hatten, er- 
gaben diese die unter Nr. 16 in der Tabelle aufgefiihrten 
Werte. Der Dickdarm hatte eben offenbar wegen langen 
Nichtgebrauches seine ausscheidenden Funktionen fiir unorga- 
nische Stoffe vermindert. Trotzdem ergab sich 3,15°/o der 
Asche an Kieselsiure. Damit ist die Ausscheidung von 
Kieselsiure durch die Dickdarmschleimhaut des Men- 
schen exakt erwiesen. 


4. Uber die Beziehungen der Kieselsiure zu den 
Lungen und iiber den Kieselséuregehalt einiger 
Pflanzen. 

Mit der Frage, ob die Lungen Kieselsaure enthalten, hat 
sich zuerst Ku{maul!) beschaftigt. Da er in der Asche der 
Lunge eines 14tagigen Kindes gar keine Kieselséure und in 
der eines */4 Jahre alten nur Spuren davon fand, in der von 
Erwachsenen aber ausnahmslos, so folgert er, daB die Lunge 
an sich kieselséiurefrei ist und nur durch Einatmen von 
Kieselstaub, dem sich niemand auf die Dauer entziehen kann, 
allmihlich kieselhaltig wird. Diese Kieselséure ist also nach 
ihm nur ein Fremdkorper, der mit den normalen Funktionen 
des Organes gar nichts zu tun hat. 

Zu den an Bindegeweben reichen Organen des Menschen 
miissen die Lymphknoten gerechnet werden. Es ist daher 
nach dem S. 266 Gesagten zu vermuten, dai sie durchweg 
kieselhaltig sind. Bisher wurden leider nur die an den Bron- 
chien sitzenden sogenannten Bronchialdriisen darauf unter- 
sucht. Wrokressenski?) analysierte diese Gebilde von sechs 
Personen und fand in deren Asche im Durchschnitt 29,2 °/o 
Kieselsiure. Die Schwankungen waren allerdings gro’. Den 
héchsten Gehalt lieferte ein an Pyelonephritis gestorbener 
Miiller, namlich 55,6°%/o, den niedrigsten ein an Abdominal- 





') KuBmaul, Deutsches Archiv f. klin. Med., Bd. 2, S. 89. 

*) Wrokressenski, Untersuchungen der Lunge und der Bronchial- 
driisen auf Kieselsiure. Wratsch, Jahrg. 19, 1899, S. 405. Ref. in Malys 
Jahresber., Jahrg. 29, 1899, P. 496. 
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typhus gestorbenes 18 jahriges Madchen mit 6,03°/o der Asche 
‘an SiO,. Wie bei den Steinhauern durch fortwahrendes 
Einatmen von feinem Kieselstaub eine krankhafte, besonders 
reichliche Einlagerung unléslicher Kieselstaubteilchen in die 
Lunge und in deren Lymphknoten, d. h. sogenannte Chali- 
kosis pulmonum, entsteht, so diirfte auch bei Miillern durch 
Einatmen des Staubes von Mehl und Kleie, die ja kieselsaure- 
reich ist, etne analoge Anreicherung der Lunge und der Bron- 
chiallymphknoten entstehen und daher der Gehalt von 55,6°/o 
SiO, in der Asche dieser Knoten bei dem Miller als krank- 
haft erhdht angesehen werden miissen. Irgend welche resorp- 
tive Wirkungen kénnen die Silikatmengen des Kieselstaubes 
bei Steinhauern und Miillern natiirlich nicht austiben, da sie 
iiber die regionaren Bronchiallymphknoten nicht hinausgelangen. 
Sie sind eben unldsliche Massen, die mit der Kieselséiure des 
normalen Organismus auf keinen Fall in einen Topf geworfen 
werden diirfen. Dieselbe Uberlegung muf angestellt werden 
mit Bezug auf die von Wrokressenski gefundenen Werte 
fiir die Lunge. Die Asche der Lunge von sechs Personen 
enthielt im Durchschnitt 10,88°/o SiO,. Das sicher als patho- 
logisch zu erklirende Maximum ergab die des genannten 
Millers mit 33,7°/o und das Minimum die einer 19jahrigen 
Wirtschafterin mit 3,5°/o. Ob man den oben genannten Be- 
fund von 6,03°/o SiO, in den Bronchiallymphknoten eines 
jungen Madchens und den von 3,5°/o in der Lunge der Wirt- 
schafterin als normal bezeichnen darf, méchte ich offen lassen, 
da immerhin auch hier Kieselstaub der Einatmungsluft mit in 
Frage kommen kann. Ich will mich vorsichtig lieber dahin 
aussprechen, dafi die Mengen des physiologischen Gehaltes an 
Si0, fiir Lunge und bronchiale Lymphknoten wohl noch nie- 
driger liegen. 

Auf Koberts Veranlassung hat sein ehemaliger Schiiler, 
der Lungenspezialist Goswin Zickgraf,') einige Lungen- 
steine von Tuberkulésen chemisch untersucht und als erster 





') Gosw. Zickgraf, Uber die Beteiligung der Kieselsiure an der 
Bildung von Lungensteinen. Brauers Beitrage zur Klinik der Tuber- 
kulose, Bd. 5, 1906, S. 399. 
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darin neben dem in allen Lehrbiichern angefiihrten Kalk auch 
Kieselsiure nachgewiesen, und zwar natiirlich nicht einge- 
atmeten Silikatstaub, sondern vom Organismus zu Heilzwecken 
abgelagerte Kieselséure. Mit demselben Thema haben sich 
dann Gerhartz und Strigel') beschaftigt, nach denen ich 
zunichst einen mir weder im Original noch in einem guten 
Referat zugingigen franzdsischen Autor zu Wort kommen 
lasse. Gerhartz und Strigel zitieren als Beweis, da’ ver- 
narbtes tuberkuléses Lungengewebe nicht besonders kieselsiure- 
reich ist, Robin,?) bei dem es heift: La silice s’élevait en 
moyenne & 0,0185/o de matiére fraiche et & 1,481°/o de réside 
minéral. Dans les poumons de notre cinquiéme tuberculeux 
elle atteignait 0 g. 0,012°/o de matiére humide et 1,158°/o de 
réside minéral, soit une diminution dans tous les sens, ce qui 
indique que le poumon tuberculeux n’a pas le pouvoir de 
retenir sa silice de constitution. Einige Zeilen weiter heibt 
es: Le poumon tuberculeux perd une notable proportion de 
sa silice sans possibilité de la retenir. Gegen diese Ausfiihrungen 
laBt sich einwenden, daf in den untersuchten Lungen die 
Abheilungsprozesse nicht geniigend im Vordergrunde standen. 
Gerhartz und Strigel analysierten einen Lungenstein, der 
gar keine Kieselsiiure enthielt, sondern nur Calciumphosphat 
(61,29 °/o), Calciumcarbonat (23,42 °/o) und Magnesiumcarbonat 
(5,960). Sie schlieBen daraus, daf der Befund Zickgrafs 
gar keine Bedeutung habe und nicht im entferntesten als Beleg 
fiir die Selbstheilung der Lungenschwindsucht durch Kiesel- 
siureeinlagerung angezogen werden kénne. Nach Kobert und 
nach meiner eigenen Ansicht ist diese Behauptung viel zu 
weitgehend. Bei allen Krankheiten gibt es eine Grenze, wo 
die Heilkraft des Organismus aufhért. So sagen z. B. Arno 





'!) H. Gerhartz und A. Strigel, Uber Lungensteine und Kiesel- 
siurebehandlung. Brauers Beitrége zur Kenntnis der Tuberkulose, 
Bd. 10, Heft 1. 

?) A. Robin, Composition chimique et minéralisation de poumon 
chez l’individu sain et chez le phtisique. Application a la physiol. pathol. 
et A la thérap. de la phtisie pulmonaire. Bull. mens. de la Soc. d’Etudes 
scientif. sur la Tuberc. Févr. 1907, S. 24 des Sep.-Abdr. 
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Ed. Lampé und Lavinia A. Lampé,') daB sie wiederholt 
darauf aufmerksam gemacht haben, da folgendes biologisches 
Gesetz existiert: «Mit zunehmender Erkrankung nehmen z. B. 
bei Lungentuberkulose und bei Carcinom die Abwehrkriifte 
des Organismus oder seine Reaktionsfaihigkeit immer mehr ab 
und versagen schlieflich». Fiir jeden Arzt, der wie Kobert 
langere Zeit hindurch schwerkranke Tuberkulése scharf beob- 
achtet hat, ist dies eine altbekannte Tatsache. Es versteht 
sich von selbst, daB bei der Frage der Ausheilung nicht zu 
schwerer Phthise von derartigen Fallen ganz abgesehen werden 
muf. Bei sehr vielen Phthisikern finden wir bei der Sektion 
gar keine Heilbestrebungen der Natur; bei einigen finden wir 
ungeniigende; bei einzelnen aber erstaunlich vollkommene, 
dank deren die betreffenden die schwere Erkrankung jahr- 
zehntelang tiberstehen konnten. Schulz?) und Kobert) haben 
nun von der Tatsache ausgehend, daf das Lungenbindegewebe 
kieselsaurereich ist, und da bei der fibrésen Form der Phthise 
dieses Bindegewebe enorm zunimmt und im Kampf mit der 
Krankheit héufig den Sieg davon triagt, den Gedanken aus- 
gesprochen, dai die wesentlichste unorganische Substanz des 
Lungenbindegewebes, das Silicium, daran mitbeteiligt ist, und 
daf die Zufuhr geléster Kieselsiure in médglichst harmloser 
Form diesem Heilbestreben zu Hilfe kommt. Da Koberts An- 
schauungen von einigen Widersachern nicht ganz im richtigen 
Licht wiedergegeben sind, und da bei diesen Gegnern der Ver- 
dacht vorhanden zu sein scheint, als ob Kobert fiir irgend 
ein gewinnbringendes Mittel Reklame zu machen beabsichtige, 





1) A. Ed. Lampé u. L, A. Lampé, Vergleichende Untersuchungen 
iiber die im Serum von Basedowkranken auftretenden komplementbildenden 
Antikérper und Abwehrfermente. Deutsches Archiv f. klin. Med., Bd. 120, 
1916, S. 424. 

*) Aufer den in vorstehender Arbeit schon angefiihrten zwei 
Archivarbeiten von K. Schulz vgl. auch Miinchn. med. Wochenschr. 
1902, S. 440. 

5) R. Kobert, Schlu@bemerkungen zu der Arbeit seines Schiilers 
Alfr. Siegfried, Ein Beitrag zur Kenntnis des physiologischen und 
pharmakologischen Verhaltens des kieselsauren Natriums etc. Archives 
internationales de Pharmacodyn. et de Thér., Bd. 9, 1901, S. 286. 
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erscheint es mir notwendig, seine Ausfiihrungen wo6rtlich 


wiederzugeben. Er sagt an der angefihrten Stelle: 

«Die Frage, ob kieselsaures Natrium pharmakotherapeutisch ver- 
wendbar ist, durfte bisher eigentlich tiberhaupt nicht am Menschen ge- 
priift werden, weil immer noch einzelne hochangesehene Gelehrte, wie 
A. v. Vogl in Wien, fiir die Giftigkeit dieses Praiparates eintraten. Erst 
durch die vorstehende Arbeit von Siegfried ist die relative Ungiftigkeit 
des Mittels bei innerlicher Eingabe erwiesen und damit die Vorbedingung 
fiir Versuche am kranken Menschen erfiillt. Es ist daher an der Zeit, 
zu tberlegen, welche Krankheiten zur Behandlung mit Natrium silici- 
cum purissimum sich etwa eignen kénnten. Mir scheinen die folgenden 
vielleicht Beriicksichtigung zu verdienen. (Ich tibergehe Nr. 1—4.) 

5. Wir haben erfahren, dafi die Schuppen der Haut bei Ichthyose 
relativ reich an Kieselsaure sind. Wir diirfen wohl daraus schliefen, daf 
diese Séure bei Hyperkeratosen mit im Spiele ist, und werden sie daher 
bei dieser Krankheitsgruppe als kontraindiziert betrachten, aber umgekehrt 
in Fallen mangelhafter Hornhautbildung unser Mittel empfehlen, 
um entweder die reichliche Bildung verhornender Epidermis anzuregen 
oder um die Resistenzfahigkeit der Hornschicht zu erhéhen. Ich méchte 
die Herrn Dermatologen auf diesen Punkt besonders hinweisen. : 

6. Noch wichtiger scheint mir die Beziehung der Kieselsadure 
zum Bindegewebe und zwar speziell der Lunge zu sein. Der 
pathologische Anatom und der Lungensanatoriumsarzt unterscheiden be- 
kanntlich zwei Formen der Phthisis pulmonum, die Zerfallsphthise 
und die fibrése Phthise. Erstere gibt eine schlechte Prognose, letztere 
eine bessere. Als Direktor der Brehmerschen Lungenheilanstalt zu Gérbers- 
dorf habe ich nun unablassig nachgesonnen, welches unschadliche Arznei- 
oder Nahrungsmittel man wohl den Kranken lange Zeit hindurch bequem 
reichen kénne, um dem Zerfalle vorhandener tuberkuléser Lungeninfiltrate 
vorzubeugen und die Bildung haltbarer fibréser Narben herbeizu- 
fiihren. Bei Durchsicht aller iiberhaupt vorhandenen Stoffe blieben meine 
Gedanken nur bei zweien haften, namlich bei Kalk und bei den Kiesel- 
siurepraparaten. Unter dem Einfluf§ der Vorstellung, daf kranke Lungen- 
stellen durch Verkalkung ausheilen kénnen, ist bekanntlich Lippspringe 
ein sehr beriihmter Lungenkurort geworden. Wir sind von der Vor. 
stellung, daf\ Trinken kalkreicher Quellwasser den tuberkulésen Lungen- 
prozef\ giinstig beeinflusse, auf Grund vieljahriger Priifung durch die her- 
vorragendsten Kliniker allerdings zuriickgekommen. Die Verkieselungs- 
theorie ist aber noch nie genauer gepriift worden, obwohl sie eines eben 
so sorgfailtigen Studiums durch die Lungenspezialisten wert ist als die 
Verkalkungstheorie. Es ist nicht undenkbar, dafi kieselsdéurereiches Binde- 
gewebe haltbarer ist als kieselsiurearmes. Durch die erst nach meiner 
Gérbersdorfer Zeit erschienene, oben erwadhnte Arbeit von H. Schulz, 
wonach gerade das Bindegewebe zur Kieselsdure in der Tat die langst 
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vermutete intime Beziehung hat, ist mir die Berechtigung meiner damaligen 
Uberlegungen von Neuem klar geworden. Da ich durch meine Wegbe- 
rufung von Gérbersdorf an der Ausfiihrung von Vorversuchen an vielen 
geeigneten Patienten verhindert worden bin, habe ich gleich nach Ab- 
schluf unserer Tierversuche meinen Gérbersdorfer Kollegen, Herrn Direktor 
Dr. Weicker, ersucht, die Vorversuche an Menschen in die Hand zu 
nehmen. Ich habe ferner die Veréffentlichung dieser Zeilen ein ganzes 
Jahr hinausgeschoben, um ihm Zeit fiir solche Vorversuche zu lassen. 
Ich méchte auch jetzt nur so viel sagen, dafi die Unschadlichkeit der 
Darreichung miafiger Dosen dieses Salzes in viel Fliissigkeit gelést zur 
Geniige klargestellt ist. Ob therapeutische Resultate bei der Behandlung 
Schwindsiichtiger mit Natrium silicicum purissimum erzielbar sind, dariiber 
kann zur Zeit noch nichts ausgesagt werden; es soll aber spater dariiber 
berichtet werden.» 


Auer Weicker haben auch Weifiimayr, Rohden und 
namentlich Koberts Schiiler Zickgraf die von Kobert an- 
geschnittene Frage weiter verfolgt. Weifimayr und Rohden 
iuBerten sich brieflich sehr befriedigt iiber diese Behandlungs- 
methode. Zickgraf!) wies zunachst nach, daf nach Trinken 
von Lésungen des Natrium silicicum purissimum dies z. T. im 
Harn des Patienten wiedererscheint, mithin resorbierbar ist 
und in allen Organen des KOrpers kreist. Weiter hat er, 
veranlaBt durch Siegfrieds Versuche iiber die Einwirkung 
des kieselsauren Natrons aufs Blut, das Blutbild seiner Pati- 
enten studiert und gefunden, dafi durch das Mittel eine Ver- 
mehrung der mehrkernigen Leukocyten, also eine Ver- 
besserung des Blutbildes im Sinne Arneths auftritt. 
Dieselbe Wirkung trat ein, wenn er?) das kieselsdurehaltige 
Wasser der Glashager Mineralquelle trinken lieB. Unter 
Beachtung der normalerweise im Laufe des Tages vorkom- 
menden Schwankungen der Leukocytenzahl hat auf Koberts 
Veranlassung, aber unabhangig von ihm, unter Kontrolle der 
Rostocker medizinischen Klinik Simi Schwarz’) die Versuche 
tiber den Einflufii des Glashager Wassers auf das Blutbild als 





1) Siehe das Zitat oben auf S. 281. 

*) Gosw. Zickgraf, Uber die Darreichung von kieselsiurehaltigem 
Mineralwasser in Lungenheilstatten. Zentralbl. f. innere Med. 1908, Nr. 20. 

*) Simi Schwarz, Die Einwirkung eines kieselsdurehaltigen Mine- 
ralwassers usw. auf die Zahl der Leukocyten im menschlichen Blute. 
Dissert. Rostock 1911. 
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erster nachgepriift. Nachdem er 174 Tage lang Vorversuche 
ohne Kieselsiure gemacht hatte, ging er zur Darreichung des 
Glashiger Wassers tiber, das damals im Liter 42,7 mg Meta- 
kieselsdure enthielt. 


Die Versuche zerfallen in vier Gruppen. Die erste besteht aus 
20 Fallen, in denen drei Tage hintereinander je eine °/« Literflasche 
Glashager Wassers verabreicht wurde. Dieser Gruppe schliefen sich 
3 Falle an, wo das doppelte Quantum, 3mal 2 Flaschen gegeben wurde. 
Als dritte Gruppe dienen zum Vergleich 3 weitere Falle, bei denen reines 
Brunnenwasser gegeben wurde. Und den Schluf bilden wiederum 4 Ver- 
gleichsfalle, an denen nur die physiologischen Leukocytenschwankungen 
ohne besondere Medikation beobachtet wurden. 

Eine deutliche Einwirkung des Mineralwassers auf die Leukocyten- 
zahl war in der Mehrzahl der Fille vorhanden, und zwar betrug die 


Steigerung in 


3 Fallen 0°/o des urspriinglichen Maximums (keine 
Wirkung), 
10 » bis 40 °/o des urspriinglichen Maximums (Mini- 


mum der positiven Wirkung), 
10 » » fast 200°/o des urspriinglichen Maximums (Maxi- 
mum der positiven Wirkung). 
Die hédchste absolute Steigerung war etwa 216°/o des 
Maximums. 
Eine Hyperleukocytose durch das Kieselwasser war damit 
also von neuem erwiesen. 
Kobert hat sich aber auch damit nicht begniigt, sondern 
hat noch einen dritten und vierten Forscher, namlich den 
Heilstaéttenarzt Ladendorf!) und den bekannten Blutspezia- 
listen Helwig?) zur Nachpriifung der Frage nach verschie- 
denen Richtungen hin angeregt. Ladendorf bestitigte die 
giinstige Wirkung auf Grund von Versuchen an seinen Pa- 
tienten. Helwig priifte an Tieren und Menschen unter pein- 
lichster Ausschaltung aller Selbsttéuschung und Zufalligkeiten. 





') Ladendorf, Uber die therapeutische Wirksamkeit der Kiesel- 
siure. Zeitschr. f. Balneologie, Jahrg. 5, Nummer vom 15. Juni 1912. 

*) Helwig, Die Bedeutung der Kieselsiure fiir Phagocytose und 
Wundheilung. Zeitschr. f. Balneologie, Jahrg. 7, Nummer vom 1. Dez. 
1914. — Derselbe, Der Einflu& mineralischer Lésungen auf das Blutbild 
und die Phagocytose. Ebenda, Jahrg. 8, Nummer vom 1. Juni 1915 und 
Veriffentl. der Zentralstelle f. Balneologie, Bd. 2, Heft 12 vom 5. Mai 1915. 
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Er hat dariiber teils bereits im Druck berichtet, teils wenig- 
stens eine kurze Zusammenfassung miindlich auf der Tagung 
in Rostock im Herbst 1916 gegeben. Nach diesen seinen 
mehrjahrigen umfassenden Untersuchungen kann es nicht dem 
geringsten Zweifel mehr unterliegen, daB die oben besprochenen 
Wirkungen der Kieselséure, in welcher Form sie auch dar- 
gereicht werden mag, sich erzielen lassen. Von der Glashiiger 
Quelle kann dabei vollig abgesehen werden. Auf die Einzel- 
heiten einzugehen, erscheint, bevor nicht der abschlieBende 
Bericht Helwigs gedruckt vorliegt, verfriiht. 

Ganz unabhangig von Kobert und seiner Schule haben 
Prof. R6%le und Dr. Kahle im pathologischen Institut zu 
Jena die Abhingigkeit des Vernarbungsprozesses von einem 
gewissen Kieselsiuregehalt des Gewebes und der Gewebs- 
fliissigkeiten dargetan. Nach Kahle‘) ersieht man bei der 
Sektion von Phthisikern aus dem Gehalt des Pankreas an 
Kieselséure, welche Form der Lungentuberkulose der betref- 
fende Patient gehabt hat. Fehlt die nur mit Hilfe der Kiesel- 
sfiure zu ermoOglichende Induration der erkrankten Lungen- 
partien, so ist auch das Pankreas kieselsiureverarmt. Der 
betreffende Mensch hat dann entweder eine zu geringe Kiesel- 
sdiurezufuhr gehabt, oder er hat die Fihigkeit, dies wichtige 
Element zu speichern, giénzlich verloren gehabt. An Tieren 
konnte Kahle ebenfalls zeigen, dafi Kieselsiuregaben die 
Neigung tuberkuléser Prozesse zur fibrésen Induration und 
Abkapselung unterstiitzten. Nach R6Ble?) verdndert Silicium- 
behandlung tuberkulds infizierter Tiere das anatomische Bild 
der Tuberkulose so sehr, dafi aus den Verénderungen mit 
Sicherheit zwischen behandelten und unbehandelten Tieren 
differenziert werden kann. Auch bei Porzellanarbeitern, die 
feinen Silikatstaub einatmen, der zum Teil lislich ist, sieht 
man nach ROBle, falls sie tuberkuléds werden, hauptsichlich 





') Hanns Kahle, Einiges tiber den Kieselsiurestoffwechsel bei 
Krebs und Tuberkulose und seine Bedeutung fiir die Therapie der Tuber- 
kulose. Miinchn. med. Wochenschr. 1914, Nr. 14, S. 753. 

*) R. R6ble, Zur Siliciumbehandlung der Tuberkulose. Miinchn. 
med. Wochenschr., 1914, Nr. 14, S. 756. 
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die fibrése Form der Erkrankung auftreten. Mit Tuberkulose 
schwer infizierte, scheinbar rettungslos verlorene Tiere zeigten 
schon am fiinften Tage nach Einverleibung von Kieselsaure- 
praparaten im Gegensatz zu den Kontrolltieren deutliche Binde- 
gewebsneubildung in den erkrankten Partien und vernarbende 
Vorgiinge, welche an die Vernarbungsvorgange beim Menschen 
erinnern. Dazu kommt, daB, wie Kobert feststellen konnte, 
ein Patient, der wegen unheilbarer Phthise von der Ver- 
sicherungsanstalt als zur Aufnahme in eine Lungenheilanstalt 
abgelehnt wurde und sich daraufhin von einem Kurpfuscher 
mit einem Tee lange Zeit hindurch behandeln lief, in erfreu- 
lichster Weise sich besserte. Dieser Tee erwies sich als 
kieselséurereich. Es erschien daher sowohl Kobert als an- 
deren Autoren zeitgemaB$, diese bisher von der Schulmedizin 
verachteten kieselsdiurehaltigen Teearten des Volkes nament- 
lich auf den wasserléslichen und daher resorbierbaren Teil 
ihres Kieselséuregehaltes hin wissenschaftlich zu priifen. Diese 
Teesorten kénnten ja eine doppelte Wirkung haben, d. h. die 
Bildung eines die fibrése Phthise bedingenden kieselsaure- 
reichen Bindegewebes bezw. kieselsdiurereicher Lungensteine 
einleiten sowie durch ihre Wirkung auf das Blut eine heilsame 
Leukocytose und damit einen Schutzwall von Leukocyten 
um die erkrankten Lungenstellen erméglichen. Schulz!) hat 
als erster einen solchen Tee analysiert und in dem soge- 
nannten Zinnkraut des Pfarrers Kneipp, d. h. in Equi- 
setum arvense, 0,6°/o des Krautes an léslicher Kieselséure 
gefunden. Gerhartz und Strigel?) haben diese Unter- 
suchungen fortgesetzt. Sie behandelten je 50g der betref- 
fenden Droge mit 750 ccm Wasser und lieSen nach 30 Mi- 
nuten Kochdauer die Substanz noch. etwa 48 Stunden mit 
dem Wasser stehen. Dabei erhielten sie in den Auszigen 
folgende Werte an wasserloslicher Kieselsdure: 


') H. Schulz, Einige Bemerkungen iiber Kieselséure. Minchn. 
med. Wochenschr., Jahrg. 1902, S. 440. 


?) H. Gerhartz und A. Strigel, Uber Kieselsdurebehandlung. 


Brauers Beitrige z. Klinik der Tuberkulose, Bd. 10, Heft 1. 
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fiir Equisetum arvense,. . 0,49 g entspr. 0,98°/o 

» Urtica dioica . . . . 009g » 0,180 

» Achillea millefolium . 0,08 g > 0,16°/o 

» Plantago spec... . .0,035g » 0,07°%o 

» Veronica. .... .0,065g » 013%. 

Sie schlieBen merkwirdigerweise, daf sie trotz der hohen 
Zahl (0,98°/o) fiir Equisetum sich nicht fiir die Anerkennung 
eines Kausalzusammenhanges zwischen Kieselsiiure-Aufnahme 
und Heilwirkung, falls eine solche tiberhaupt objektiver Kritik 
standhalt, bekennen. Ich selbst ging von der Tatsache aus, 
daB die Patienten von Zickgraf und Schwarz schon nach 
dreitégigem Trinken von je einer Flasche, d. h. von 3/4 Liter 
Glashiger Wassers eine wesentliche Leukocytensteigerung be- 
kommen hatten. In diesen 750 ccm Brunnen sind nach der 
neuesten Analyse von Dr. Karl Kobert 40 mg SiO, enthalten. 
Ich verglich damit den SiO,-Gehalt von 3 Tassen Tee. Dieser 
wurde in Anlehnung an die auf der Etikette einer dieser 
Krauterarten gegebenen Vorschrift folgendermafen hergestellt. 
Je 50 g trockner Species, entsprechend der fiir 10 Tassen 
notigen Krautermenge, wurden mit einem Liter destilliertem 
Wasser ausgekocht, das Dekokt zwélf Stunden zum Abkihlen 
beiseite gestellt, von den hierbei sich absetzenden feinen 
Pflanzenteilen vorsichtig getrennt, zur Trockne verdampft, der 
gewogene Trockenriickstand verbrannt und in der trocknen 
Asche die vorher loslich gewesene Kieselsiure analytisch be- 
stimmt, d. h. nach unldslicher Abscheidung durch 3maliges 
heiBes Behandeln mit konzentrierter Salzsiure zum _ staub- 
trocknen Pulver eingedampft und gewogen. Es wurde dann 
berechnet, wie viel SiO, auf drei Tassen, jede zu 5 g Kraut 
gerechnet, kommt. Da die meisten Volksvorschriften sogar 
4 Tassen trinken lassen, ist die von mir berechnete Tages- 
menge also eher kleiner, als sie bei den Volkskuren zu sein 
pflegt. Das Ergebnis des Vergleichs dieser 3 Tassen mit dem 
gleichen Volumen Glashiger Wasser zeigt die Ubersicht auf 
5. 293, wabrend aus Tabelle IV (S. 290—291) der Prozentgehalt 
dieser Drogen an Gesamtkieselsiure wie an wasserléslicher, 
analog berechnet wie bei Gerhartz und Striegel (siehe oben), 
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Tabelle IV. 
| Menge —* enanah, Ge- 
Deutsche des ge- icne : samt- 
| on " | Wissen- ae Kieselsiure | Kieselsaure menge 
Lfd. : :, Bezugs- | nenen| be- be- be- be- der 
Nr Volkebezeich-| schaftliche itite Trock.-| rechn. | rechn. | rechn. | rechn.| Asche 
, nungen Benennung q Ex- auf auf auf auf | in der 
der Droge traktes| Asche ; Droge | Asche | Droge | Droge 
Fo 9 Jo 9 lo %9 
Echter 
r Herba _|PuhImann 
1 Seameoeen: Galeopsidis |& Comp.,| 16,2 | 10,14| 0,288; — | 50 | 2,84 
heitstee von Galeopsis} Berlin 
ial | ochroleuca 
nanan Lam.s.G. | Caesar 
g | heimer-Tee, | grandiflora | @ Loretz,| 16,6 | 26,87| 0,892} — | 3,4 | 3,32 
| Liebersche Rth 
| Krai : Halle-S. 
rauter 
| Scheuertee, Herba Rats- 
9 |  Pfarrer Equiseti mi- | apotheke » 2 
. ‘Kneipps Zinn- | norisd.h.die| in Ro- 17,8 | 29,17) 1,818) — . 6,31 
| kraut | sterilen stock-M. 
Tannenkraut, — - -_ Caesar 
4 | Feldschach- Equisetum & Loretz,| 11,5 | 18,87) 0,732 | 80 9,4 | 3,88 
: | telhalm pe ca Halle-S. 
Homerokraut, 
Weidemanns Herba | Caesar 
5 | russischer Polygoni | @ Loretz,| 15,6 | 64,10] 0,350| — 1,8 | 2,72 
Schwind- |S. Centumno-| Halle-S. 
suchtstee | dil s. sangui- 
nalis von . 
Vogel- Polygonum | Végen- . 
6 | knéterich- | aviculare L. |teichplatz; 13,0 | 59,40) 1,407) 15 14 | 2,44 
‘kraut, Polypec i. Rostock 
Samen- 
Semen 
7| Hirsetee | Panici milia-|"®™41UPE| 940 | 451] 049 | 59 | — | 10,86 
- Rostock-M. 
| Ro 
ggenstroh- | Stengel von 
8 aah’ aa cele Rostock 4,0 | 13,04) 030 | 49,27| 12,3 | 2,30 
Aufenschicht os os 
9 | Roggenkleie | des Samens s 19,0 poner oy 57,5 | 2,3 | 1,82 
Secale cereale . 
Herba 1 
10 | Meerkohl |Crambes ma-| MSM8°"-| 35.3 | 22.90) 1,65 | — | 2,6 |14,32 
ritimae 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
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. iche naiatiiin 
| = Wissen- — Kieselsiure | Kieselsiure baal 
Lid. vctshezeich-| schaftliche | Be7™6® jnenen| be- | be- | be- | be- | der 
N Ome ; — Trock.-| rechn.| rechn. | rechn.| rechn.| Asche 
ia nungen Benennung q Ex- | auf | auf | auf | auf |in der 
j | der Droge traktes Asche | Droge Asche | Droge | Droge 
| Jo | %o | %o | Yo | % | % 
: | 
o . 
1. | Biter der | Plas Rewtocker! a7 | 7s | ae | 6188) 846 | 085 
| Wedelstiele 7 
’ 12 | des > > 1,7 | 5,79 | 0,20 | 10,28! 0,54 | 0,35 
| Adlerfarns 
— . 
13 | on oe Larix decidua} Rostock | — 4,84 | 0,29 aaa — | 25,36 
14 | Wiesenheu = sega Rostock | 11,7 |11,58 | 0467; — | — | — 
| | | 
| Honkenya | 
- | Salzblume Warne- | 
*  16| Seegras pants ‘ 13,0 | 4,72 | 052 | 918] 169 | 4,47 
Laminaria ih 
17 | Zuckeralge ohnaieeaiics Miiritz =~ —~ — | 20,26; 4,00 | 1,98 
; | z 
é Saccharo- 
— 18) Dauerhefe myces Miinchen| — — — 1,20; 0,18 | 15,30 
cerevisiae 
19 | Niabrhefe > Berlin _ = -- 1,96; 0,16 | 9,16 
Brunnen- 
20 > > graber — — — 4,94; 0,46 | 9,30 
Rostock 
; Parke 
‘ Nucleol Natrium 2 
21 “eae Davis &Co.) — — — | 12,59) 0,87 | 6,91 
aus Hefe nucleinicum Detroit ’ 
22 > » > — — _— 14,34/ 1,18 | 8,23 
! 
| Cortex Caesar 
23 | Eichenrinde & Loretz| — 0 0 16,73 9,70 | 5,5 
Quercus | Halle-S. 
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zu ersehen ist. Ich habe in dieser Tabelle gleichzeitig auch 
noch einige andere Drogen aufgenommen, deren Gesamtgehalt 
an Kieselséure mir der Untersuchung wert schien. 
Betrachten wir jetzt diese Tabelle IV. Sie beginnt mit 
den drei popularsten Teearten gegen Schwindsucht. Unter 
Nr. 1—2 ist Herba Galeopsidis aufgefiihrt, fiir die ich vier 
volkstiimliche Bezeichnungen beigefiigt habe; es gibt aber auch 
noch andere Namen dafiir. Die Zusammensetzung der Droge 
schwankt, wie man langst weif, nach dem Standort. Ich habe 
daher zwei verschiedene Muster analysiert. Das aus Berlin 
von der Puhlmanngesellschaft bezogene ergab 0,288 °/o wasser- 
lésliche Kieselsiure, das von Caesar & Loretz in Halle be- 
zogene aber 0,892°/o, also das Dreifache. Unter Nr. 3—4 ist 
Herba Equiseti minoris aufgefiihrt. Auch bei dieser habe 
ich zwei Muster verschiedener Herkunft analysiert, eins aus 
Halle und eins aus Rostock. Wihrend Schulz 0,6°/o lésliche 
Kieselsiure in dieser Droge fand, fanden Gerhartz. und 
Strigel 0,98°/o und ich selbst im Hallischen Muster 0,73 °/o, 
im Rostocker aber 1,81°/o, also das Dreifache von Schulz. 
Letzteres Muster war wohl auf sehr sandigem Boden ge- 
wachsen; jedenfalls gedeiht dieser Schachtelhalm hier auf 
solchem iiberall. Man sieht, wie bei dem Kraut von Galeopsis, 
die grofe Verschiedenheit im Kieselséuregehalt. Unter Nr. 5 
und 6 ist das alte, tiber ganz Rufland verbreitete Volks- 
schwindsuchtsmittel, der Vogelknéterich, aufgefiihrt. Eine 
mythische Personlichkeit Homero, der von andern als raffi- 
nierter Schwindler bezeichnet wird, soll der Volksiiberlieferung 
nach ganz RufSland durchzogen und den Gebrauch dieses 
Mittels eingefiihrt haben. Im ganzen benutzt das russische Volk 
fiinf Polygonumarten, uber die Kobert durch v. Henrici?) 
das Wichtigste hat zusammenstellen lassen. Auch bei dieser 
Droge ist die Menge der ldslichen Kieselséure nach dem 
Standort verschieden. Ein Rostocker Muster ergab 1,41°/o, ein 





') A.A. v. Henrici, Weitere Studien tiber Volksheilmittel ver- 
schiedener in Rufiland lebender Vélkerschaften. Historische Studien aus 
dem pharmakol. Institute zu Dorpat, herausgegeben von R. Kobert, 
Bd. 4 (Halle a. S. 1894), S. 52. 
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Hallisches nur 0,35°/o, wahrend der Gesamtkieselsduregehalt 
in dem letzteren grOBer war als im ersteren. Als letztes Volks- 
mittel ist unter Nr. 7 der Hirsetee angefiihrt, der 0,49°/o 
lésliche Kieselsdiure enthalt. Ordnet man die genannten Mittel 
nach der in 750 g Fliissigkeit enthaltenen Kieselséuremenge, 
so erhilt man folgende Reihenfolge: 

1. Trinken von 1 Flasche Glashager Wassers fiihrt zu 40 mg Kieselsdure 


2. > » 3 Tassen Puhlmanntee > 45 > > 
3. > >» 3 »  Kndéterichtee aus Halle » 52 > . 
4, > » 3 >»  Hirsetee > 13 >» > 
5. > >» 3 » Schachtelhalmtee ausHalle> 110 » > 
6. > » 8 »  Galeopsistee > » 134 » > 
7. > » @ » Knéterichtee aus Rostock » 211 » . 
8. ’ » 3 » Schachtelhalmtee » » 272 » > 


Die Quantitat von 750 ccm ist nur deshalb von mir ge- 
wahlt, weil soviel gerade in einer Flasche Glashiger Wasser 
enthalten ist, und weil schon dieses Quantum unzweifelhaft 
Wirkungen hervorbrachte. Die Teearten werden vom Volke in 
Mengen von 3—4 Tassen getrunken. Wir ersehen aus der 
Zusammenstellung, dafi schon bei 3 Tassen 43—272 mg 
Kieselsfure dem Organismus taglich einverleibt werden, also 
weit mehr als durch das Kieselwasser. Angesichts dieser 
Tatsache haben wir kein Recht mehr, iiber die Volks- 
behandlungsmethode der Schwindsucht mittels dieser 
vom Volke in verschiedenen Landern Europas in- 
stinktiv herausgefundenen Teearten zu spotten. Wie 
der Krieg uns tiberhaupt der Beachtung der einheimischen 
Volksmittel wieder mehr zugefiihrt hat, so empfiehlt es sich, 
der von Kobert schon lange vor Ausbruch des Krieges aus- 


-gesprochenen Aufforderung, in recht vielen Lungenheilanstalten 


und Lungenpolikliniken eingehend jahrelang die Schwindsuchts- 
behandlung mit Kieselpraparaten und speziell auch mit 
Kieselteearten zu studieren, endlich nachzukommen. Bis 
jetzt hat Kobert durch seine Freunde und Schiiler zum 
mindesten schon soviel feststellen lassen, daB diese Tee- 
sorten ungefihrlich sind und in einzelnen Fillen erheblichen 
Nutzen zu stiften schienen. 

Natiirlich kann man die lésliche Kieselsdéure aufer durch 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. IC. 21 
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Getrinke nach Kobert!) auch in Formen von Speisen zu- 
fiihren. Unsere Tabelle IV enthalt auch nach dieser Hinsicht 
einige orientierende Angaben. Die Hirse, die ja sehr haufig 
auch als Speise, z. B. in Breiform genossen wird, bildet dazu 
den Ubergang. Weiter hat Kobert schon immer in seinen 
Vorlesungen Stimmung zu machen gesucht fiir die Einfiihrung 
des Meerkohls als Gemiise in den Speisezettel von reich 
und arm. In England ist diese Kohlart ganz allgemein be- 
kannt und wird auf dem Wochenmarkt verkauft. In der 
Nihe von Rostock, wo sie friiher so gut wie ganz ausgerottet 
war, wichst sie am Strande auf reinem Kieselsande jetzt 
wieder in uppiger Fille. Eine einzige der tippig wuchernden 
Stauden geniigt, um eine ganze Familie satt zu machen. Der 
Wassergehalt ist, wie bei allen Kohlarten, hoch; er betragt 
bei den frisch abgeschnittenen Blattern 88,23°/o. Der wiis- 
serige Auszug liefert gréfere Mengen Trockenextrakt als alle 
anderen untersuchten Pflanzen, néimlich 35,3°/o. Die wasser- 
losliche Kieselsiure der Abkochung betragt 1,65°/o der Droge. 
I8t man den Kohl als Gemiise, so nimmt man noch viel reich- 
lichere Mengen auf. Die Einfiihrung des Meerkohles und des 
Hirsebreies in den Speisezettel aller Lungenheilanstalten ist 
dringend zu empfehlen, namentlich da beide Gerichte billig zu 
beschaffen sind. Ein Aufgu8 des als Nahrung wertlosen 
Roggenstrohmehls enthalt mehr von der léslichen Kiesel- 
siure als der Puhlmanntee; man k6énnte diesen billigen Aufgui 
als Wasser fiir die Herrichtung beliebiger Suppen in Lungen- 
heilstatten fast alltaglich miihelos verwenden. 

In der Roggenkleie fand ich dagegen die Menge der 
léslichen Kieselsiure minimal. Fiir die Kieselséurezufuhr bei 
Haustieren ist von Wichtigkeit zu erfahren, daf die lésliche 
Kieselsauremenge hiesigen Wiesenheus 0,47°/o ausmacht, 





‘) Es darf wohl] hier daran erinnert werden, da’ Kobert auch 
die Veranlassung dazu gegeben hat, eine Gruppe von Pflanzen mit sogen. 
Nahrungsmittelsaponinen in die Lungenheilstatten einzufiihren. Man 
vergleiche R. Kobert (Brauers Beitraige zur Klinik der Tuberkulose, 
Bd. 31, 1914, S. 481) und O. Blanchard in Koberts neuen Beitragen 
zur Kenntnis der Saponinsubstanzen, Bd. 1, 1916, S. 126. 
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also sehr hoch ist! Auch in den Blattern und Stielen der 
Wedel des Adlerfarns') konnte ich 0,16°/o bezw. 0,20°/o 
lésliche Kieselsaiure nachweisen. Da der Adlerfarn jetzt nicht 
nur als Viehfutter, sondern auch als Menschennahrung heran- 
gezogen wird, scheint mir dieser Hinweis nicht ganz iber- 
fliissig. Unter den jetzt zur Ernaéhrung der Menschen und 
der Haustiere vielfach herangezogenen Stoffen nimmt die Hefe 
fast die erste Stelle ein. Ich habe die bekannte Miinchner 
Dauerhefe sowie Berliner und Rostocker Nahrhefe auf 
ihren Kieselsaéuregehalt untersucht. Allerdings konnte ich nicht 
feststellen, dai die SiO, vdllig léslich ist; die Hauptmenge fand 
ich aber wohl léslich, wofern das betreffende Praparat nicht bei 
zu hoher Temperatur getrocknet worden war. Ich fand auf 
trockne Droge berechnet 0,16—0,46°/o SiO,, also Werte, die 
bei taglichem Zusatz von etwa 3 Teeldffel Nahrhefe zur Kost 
30 mg ausmachen, falls wir 0,2°/o SiO, als Durchschnitt 
rechnen. Auch dieser Speisenzusatz diirfte fiir Lungenheil- 
anstalten wesentlich mit in Betracht kommen. Ein aus Hefe 
hergestelites Handelspraparat von nucleinsaurem Natrium, 
das mir in Form des Nucleol von Schwickerath in zwei 
Mustern zur Verfiigung stand, enthalt 0,87—1,18°/o SiO,. 
Dieser Umstand beweist, da bei der Ausfallung der Nuclein- 
sdure aus Hefeausztigen diese Séure die Hauptmenge der 
Kieselséure mit niederreift und bei allen Reinigungsversuchen 
festhalt. Ich stellte fest, daB auch diese Kieselséure in ihrer 
Gesamtheit wasserléslich ist. 

Zum Schlu8 habe ich noch drei hiesige Strandpflanzen 
auf ihren Gesamt-Kieselsduregehalt untersucht, weil dies bisher 
noch nie geschehen ist, nimlich das Seegras, die Zuckeralge 
und die Salzblume. Das Seegras ergab, berechnet auf Droge, 
0,52°/o lésliche Kieselséure. Das Seegras wird jetzt im Kriege 
vielfach als Futter mit benutzt; ohne Zweifel gelangt der 
grofte Teil der ldslichen Kieselséure zur Resorption. Bei der 
mannithaltigen Laminaria saccharina betragt der Kiesel- 





1) C. Griebel, Uber die Verwendung der Wurzelsticke (und Wedel) 
des Adlerfarns. Zeitschr. f. Untersuch. der Nahrungs- und Genufmittel, 


Bd. 32, 1916, S. 447. 
21* 
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siuregehalt der Asche 20,26°/o; sie wird jetzt ebenfalls als 
Viehfutter benutzt und diirfte merkliche Mengen resorbierbarer 
Kieselsiure zufiihren. Die Salzblume, Honkenya peplo- 
ides Ehrh. sive Halianthus peploides Fries (Caryophylla- 
ceae, Alsineae), ist eine ausdauernde, auSerordentlich haufige 
Pflanze aller feuchten sandigen Stellen des Strandes der Ost- 
see, der Nordsee und der Adria. Ihrer Hiufigkeit wegen 
kénnte sie billig in den Handel kommen, falls von ihrem 1,86 °/o 
der Droge und 4,90°/o der Asche betragenden Kieselsdure- 
gehalt, wie zu erwarten ist, ein wesentlicher Teil resorbierbar 
ist, was ich erst im kommenden Sommer werde feststellen 
k6énnen. Wie weit sie als Salat oder Gemiise verwertbar ist, 
werde ich dann gleichfalls mitteilen. Fiir den Strand bildet 
sie eins der wichtigsten Mittel, den lockern Kieselsand zu 
befestigen und in eine schiitzende Pflanzendecke umzuwandeln. 
Da sie ausdauernde Rhizome nach allen Seiten hin reichlich 
aussendet, ist die Gefahr, durch Abschneiden ihrer jungen 
Triebe den Strand zu schidigen, nicht sehr groB. Umgekehrt 
wiirde ihre Einfiihrung in die Reihe der Nahrungs- und Genub- 
mittel die niitzliche Folge haben, sie wie den Meerkohl an 
zahlreichen jetzt noch ganz pflanzenfreien Sandstellen des 
Strandes anzusien und diese Stellen an Unbemittelte zu ver- 
pachten. 

Weitere Mitteilungen tiber unorganische Stoffe in Pflanzen 
und Tieren behalte ich mir vor. 























Uber die Bildung von Milchséure und Acetessigsaure in der 
diabetischen Leber.') 


Von 
G. Embden und S. Isaac. 





(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16, Marz 1917.) 








So zahlreich die experimentellen und klinischen Unter- 
suchungen iiber das Wesen der diabetischen Stoffwechsel- 
stdrung sind, und so viele Einzelheiten durch 4ltere und 
namentlich neuere Forschungen tiber die Herkunft der Kohlen- 
hydrate sowie der Acetonkérper bei der Zuckerkrankheit ge- 
wonnen wurden, so wenig sind einige Grundprobleme geklart, 
welche die Frage nach dem Wesen des Diabetes mellitus 
beherrschen. 

So kann die Frage, ob beim Diabetes es deswegen zur 
Zuckerausscheidung kommt, weil die Fahigkeit des Organismus, 
Zucker zu verbrennen, gestOrt ist, oder deshalb, weil bei der 
Zuckerkrankheit abnorm groBe Zuckermengen gebildet werden, 
immer noch nicht endgiiltig beantwortet werden. 

Fast ebenso ungeklaért ist in seinen Einzelheiten der 
Zusammenhang, der zwischen der mangelhaften Kohlenhydrat- 
verwertung und der Acidosis beim Diabetes besteht. 

Zum Teil ist die Unsicherheit, die auf diesem Gebiete 
herrscht, sicher durch die Unzulanglichkeit der angewendeten 
Methoden bedingt. Man muBte sich z. B., wenn man Auf- 
klarung iiber das Schicksal eines in den diabetischen Orga- 
nismus eingefiihrten Kohlenhydrates gewinnen wollte, mit der 
Feststellung begniigen, in welchem Mafie es in den Stoff- 
wechsel einbezogen wurde. Am eindeutigsten sind derartig 





‘') Die dieser Veréffentlichung zugrunde liegenden Untersuchungen 
wurden im Sommersemester 1914 abgeschlossen. 
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vorgenommene Versuche noch, wenn das eingefiihrte Kohlen- 
hydrat quantitativ wieder ausgeschieden wird. 

Viel schwieriger zu deuten sind Versuche, in denen ein 
von aufen zugefiihrter Zucker ganz oder teilweise im diabe- 
tischen Organismus verschwindet. In manchen Fallen kann 
man wohl durch Beobachtung des respiratorischen Stoffwech- 
sels gewichtige Anhaltspunkte fiir seine Verbrennung gewinnen; 
in anderen versagt aber auch dieses Mittel und es bleibt unklar, 
ob z. B. ein zugefiihrtes Kohlenhydrat in Glykogen umgewandelt 
oder ob es in Form irgendwelcher unbekannter intermedidrer 
Auf- oder Abbauprodukte vom Organismus retiniert wurde. 

Wenn die Beobachtung der respiratorischen Verhaltnisse 
nicht zu eindeutigen Ergebnissen fiihrt, so liegt das daran, dab 
die im Gesamtstoffwechselversuch untersuchten Endprodukte 
der Verbrennung nicht mehr als Abbauprodukte speziell der 
Kohlenhydrate erkennbar sind. 

Von vornherein erscheint es daher aussichtsreicher, fir 
die Frage des Schicksals der Kohlenhydrate beim Diabetes 
charakteristische intermediaire Abbauprodukte der Zucker 
heranzuziehen. Untersuchungen aus den letzten Jahren haben 
gezeigt, dafi der Hauptweg des Kohlenhydratabbaues tber 
Milchsaure verliuft; und wenn Milchsaure im Tierkérper auch 
aus einigen anderen Substanzen als Kohlenhydraten entstehen 
kann, wie z. B. aus Glycerin und Alanin, die tbrigens ihrer- 
seits wieder in engem genetischem Zusammenhang mit den 
Kohlenhydraten stehen, so ist doch offenbar die Hauptmenge 
der im Organismus gebildeten Milchsdure als ein Kohlenhydrat- 
derivat anzusehen. 

Eine Beobachtung der Milchsiurebildung aus Kohlen- 
hydrat ist am Gesamtorganismus nicht oder nur im_ be- 
schrainkten Umfange mdglich. 

Man muf vielmehr, um eindeutige Ergebnisse zu ge- 
winnen, am isolierten Organ oder mit verschiedenartigen Zell- 
suspensionen arbeiten. Bei der Aufklaérung des Schicksals der 
Kohlenhydrate im normalen Organismus hat namentlich die 
Leberdurchblutung bisher gute Dienste geleistet, und es lag 
daher nahe, gerade mittels dieser Methode auch iiber das 











8 eee 

















ST tae RTE s+ 








Bildung von Milchsiiure und Acetessigsiure in der diabet. Leber. 299 


Verhalten der Kohlenhydrate bei den verschiedenartigen Formen 
des experimentellen Diabetes Aufschlu8 zu suchen. 

Diese Aufgabe erschien um so verlockender, als auch 
iiber die neben der Zuckerausscheidung auffalligste und prak- 
tisch wichtigste Stoffwechselst6rung im Diabetes, niamlich die 
Acidosis, gerade an der isolierten Leber in friiheren Versuchen 
einige Aufklarungen gewonnen werden konnten. In diesen 
friiheren Experimenten konnte nimlich gezeigt werden, dab 
die schon bei der Durchstrémung der normalen Leber ohne 
irgendwelche Zusiitze vorhandene Acetessigséurebildung bei 
der Verwendung von diabetischen Tieren entstammenden Or- 
ganen eine ganz gewaltige Steigerung erfaihrt. Es erschien 
von vornherein nicht ausgeschlossen, dai gerade die gegen- 
seitigen Beziehungen von Zuckerverbrennung und Acidosis bei 
der ebenerwiéhnten Versuchsanordnung in klarerer Weise her- 
vortreten wiirden, als es naturgemiéif bei Versuchen am Ge- 
samtorganismus der Fall ist. 


Methodisches. 


Wir nahmen unsere Versuche ganz in der im hiesigen 
Institut tiblichen Weise vor. Wir verwendeten zum Teil 
Lebern von pankreaslosen Hunden drei Tage nach der totalen 
Pankreasexstirpation, zum Teil solche phloridzinvergifteter 
Tiere am vierten Tage nach Einleitung einer maximalen Phlo- 
ridzinvergiftung, wobei wir uns des von Coolen’) angege- 
benen Verfahrens (einmal taglich Injektion von 1 g Phloridzin 
in 7 ccm Ol) bedienten. Die Tiere erhielten wihrend der 
Vergiftungsperiode nur Wasser. Als Durchstrémungsfliissig- 
keit verwendeten wir frisches defibriniertes Rinderblut. Bis 
zum Versuch wurde das Blut, das stets am Versuchstag ge- 
wonnen war, im Eisschrank aufbewahrt; die Versuchsdauer 
betrug héchstens zwei Stunden. Vor jedem Versuch wurde 
der Durchblutungsapparat sorgfiltig mit Formalin sterilisiert. 
Dem Durchstrémungsblut wurden wechselnde Mengen von 
Dextrose oder Livulose kurz vor Beginn der Durchblutung 





1) Vgl. Lusk in Asher-Spiros Ergebnissen, Bd. 13, 1912. 
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zugefiigt. In dem Blute vor der Durchstrémung wurden Milch- 
siure und Aceton bestimmt. Kurze Zeit nach Versuchsbeginn, 
in den meisten Fallen nach zwei bis fiinf Minuten, wurde eine 
Blutprobe von 80 ccm entnommen, nach Schenck unter sechs- 
facher Verdiinnung gefal!t, entquecksilbert und bis zur schwach- 
sauren Reaktion mit Natronlauge versetzt, dann im Vakuum 
bei 45—50° eingedampft und in dem auf 50 ccm aufgefiillten, 
neutralisierten Filtrate der Zucker nach Lehmann-Maquenne 
bestimmt, Eine zweite Zuckerbestimmung im Durchblutungsblut 
erfolgte nach Ablauf einer Stunde eine dritte am Schlusse des 
Versuches. Eine Stunde nach Versuchsbeginn sowie am Ende 
des Versuches wurden noch Milchsaurebestimmungen nach 
v. Fiirth und Charna8 in der im hiesigen Institut tblichen 
Weise') ausgefiihrt. Gesamtacetonbestimmungen?) nahmen 
wir aufer zu Beginn nur am Schlusse des Versuches vor. 


Versuche. 


Wir besprechen zunichst eine Reihe von 4 Versuchen, 
die wir unter Zusatz von 10 bis 10,8 g Dextrose an den 
Lebern von vier pankreaslosen Hunden ausfiihrten. Die Hunde 
hatten nach der Pankreasexstirpation keine Nahrung erhalten und 
hatten alle sehr starke Glykosurie und wenigstens am dritten Tage 
nach der Exstirpation, an dem, wie bereits erwéhnt, die Durch- 
str6mungsversuche vorgenommen wurden, eine deutliche Acet- 
essigsiureausscheidung gezeigt. Die Leber bot in allen Fallen 
das charakteristische Aussehen des schwerverfetteten Organs. 

Ehe wir zur Besprechung der bei dieser Versuchsanord- 
nung gewonnenen Ergebnisse tibergehen, wollen wir daran 
erinnern, da bei der Durchstr6mung der Leber normaler 
Tiere nach 3—4tagigem Hunger ohne Zusatz zum _ Durch- 
blutungsblut die von vornherein vorhandene Milchséure nicht 





‘) Embden in Abderhaldens Handbuch der biochemischen Ar- 
beitsmethoden, Bd. 5, S. 1256. 

*) Wir sprechen von Gesamtacetonbestimmung deshalb, weil 
mittels der tiblichen Bestimmung nach Messinger-Huppert das pra- 
formierte Aceton und das aus Acetessigsiure stammende nebeneinander 


bestimmt werden, 
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zunimmt, im Gegenteil fast regelmafig eine starke Abnahme 
zeigt. (Embden und Kraus, 8S. Oppenheimer.)!) Ganz 
anders ist das Verhalten, wenn man dem Durchstrémungsblut 
Traubenzucker in den auch von uns verwendeten Mengen 
hinzufiigt. Hier kommt es nach zwei Stunden regelmaf8ig zu 
einer betrachtlichen Steigerung der Blutmilchséure, die in 
5 Versuchen von Embden und Kraus zwischen 51 und 150°/o 
des Ausgangswertes schwankte. 

In der umstehenden Tabelle 1 sind die Ergebnisse der 
4 Versuche, die wir unter Zusatz von Traubenzucker an den 
Lebern pankreasloser Hunde vornahmen, zusammengestellt. 
Die Kolonnen 1—3 geben Auskunft iiber das Gewicht der 
Versuchshunde unmittelbar vor dem Versuch, iiber das Leber- 
gewicht, tiber die Menge des verwendeten Rinderblutes und 
die Dauer der Durchstrémungsversuche. Kolonne 4 gibt die 
Menge der hinzugefiigten Substanz an. In Kolonne 5 ist der 
Zuckergehalt des Blutes wenige Minuten nach Versuchsbeginn 
(B), eine Stunde nach Versuchsbeginn (C), sowie am Ende 
des Versuches (D), d. h. bei den vier Versuchen der Tabelle I, 
iberall nach zwei Stunden angegeben. 

In Versuch 3 ist in dieser Reihe unter A auch der ur- 
spriingliche Zuckergehalt des angewandten Rinderbluts ver- 
zeichnet. 

Kolonne 6 enthilt Angaben iiber den Milchséuregehalt 
des Blutes vor Versuchsbeginn (A), eine Stunde nach Ver- 
suchsbeginn (C) und am Ende des Versuchs (D). Kolonne 9 
gibt iiber die Acetonbildung pro Liter Durchstr6mungsblut am 
Ende des Versuches Aufschluf. Diese letzteren Werte wurden 
in der im hiesigen Institut tiblichen Weise ermittelt, d. h. es 
wurde von der am Ende des Versuches gefundenen Aceton- 
menge der jedesmal ermittelte Acetongehalt des verwendeten 
Rinderblutes abgezogen. 

Wir besprechen zunachst die in Kolonne 6 verzeichneten 
Milchséurewerte. Die Ergebnisse der 4 Versuche stimmen 





1) G. Embden und F.Kraus, Uber Milchsdurebildung in der 
kiinstlich durchstrémten Leber. I. Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 1, 1912. 
— S. Oppenheimer, Dasselbe, II. Mitteilung. Ebenda, S. 34. 
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Tabelle 1. 
a: | | 2 | 2 | 6. | 6 | * | «* | 4 
Menge der Dem tas Zu- oder Abnahme 
Versuchs- Gewicht ile Durchstro- | Zuckergehalt —— der Milohsiure ra Aceton- 
strémungs- | mungs- des — gehalt ogo ap minal Zuckers bildung 
eeanl der fliissigkei Durchstr6- pro Liter § pro |nach der Durch- ro Liter 
iissigkeit | blut zuge- Liter Durchstré-| “ hlutung pro P 
Gewicht des Leber in ccm setzte | mungsblutes} —Durch- phen May Liter Durchstré-| _ Durch- 
Versuchs- | Substanz | Pro Liter |stromungsblut |Frozent des Aus-/" mungsblut | strémungs- 
Hundes g dauer g Mm g in g on g g blut ia mg 
|, 0,846 
) ae * =< A ojs24 09 
=) e s : 
©  betischerHund,| 203 2400 10,0 B 522 |B — — 0,40 + 0,37 173 
wa 3 Tage nach der 2 Stunden | Dextrose C 5,40 C 0,521 — 47 Jo 
ui — | | D 5,9 D 04394 0-439 
ao} sae So ss ~ - aie 
5 2. A — | A pig a4 0.435 
=) Pankreasdia- 7 sad " , 
= betischerHund,| 468 2250 10,0 B 584 |B — — 0,25 + 0,26 325 
r 3 Tage nach der 2 Stunden | Dextrose | C 5,96 C 0,159 — 57 Jo 
Exstirpation | 1 0,186 f 
‘! 6 kg | | | D610 | D o'4774 9181 7 ! 
3. | | | aoso {A ered 0,401 
Pankreasdia- , ” . 
betischerHund,! 458 2300 10,8 | B487 |B — — 0,20 + 0,5: 138 
3 Tage nach der 2 Stunden | Dextrose | C 5,12 C 0,130 — 50 %Jo 
Exstirpation " | 0,196 f cal 
6,3 kg | | | D 5,40 | 0,199) 0497) | | 
4 | | | A —  |A0,328 | | 
N . | oO. 4 5 ! r ons 
S Pankreasdia- 200 | 2300 10,0 B vgn B | O19 | -+-015 203 
, betischer Hund, | " | 2 Stunden | Dextrose | G 4,89 /C 0,120 | — 58% | | 
3 Tage nach der | | | | 4G | 0,144 f , sae 
Exstirpat. 6 kg | | | D 4,66 |D 0,136) 
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darin tiberein, daf wiahrend der DurchstrOémung ganz im 
Gegensatz zum Verhalten der normalen Hungerleber 
die dem Durchstrémungsblut zugesetzte Dextrose 
nicht zu einer Vermehrung des Milchséduregehaltes 
fiihrte, im Gegenteil, ganz wie Embden und Kraus fiir die 
Durchblutung der normalen Hungerleber ohne Zusatz fest- 
stellten, fand in allen Fallen eine betrachtliche Abnahme des 
Milchséuregehaltes statt. Der Milchséuregehalt am Ende des 
Versuches ist, auf 1 Liter Durchstr6mungsfliissigkeit berechnet, 
um die in der oberen Reihe von Kolonne 7 verzeichneten 
Betrage vermindert. In der unteren Reihe dieser Kolonne 
ist angegeben, wie grofi die Milchsdéureabnahme in Prozent 
des auf zwei Dezimalstellen abgerundeten Ausgangswertes war. 
Wahrend der Milchsiuregehalt des Blutes also im Ver- 
laufe des DurchstrOmungsversuches eine starke Verminderung 
erfuhr, zeigt der Zuckergehalt in allen Fallen eine merkliche 
Steigerung, die im Verhaltnis zu dem durch den Dextrose- 
zusatz bedingten hohen Blutzuckergehalt zu Beginn des Ver- 
suches nicht sehr erheblich ist, aber durchaus auBerhalb der 
Fehlergrenzen der Bestimmung liegt. Bereits Lattes?) hat in 
einer friiher aus dem hiesigen Institut ver6ffentlichten Arbeit 
gezeigt, dafi auch bei der Durchstr6mung der glykogenfreien 
Leber pankreasloser Hunde mit Rinderblut es zu einer Zucker- 
bildung von 4hnlicher GréBenordnung kommt, wie sie Emb- 
den?) in der Leber von Hungerhunden, die durch Strychni- 
nisierung glykogenfrei gemacht waren, beobachtet hatte. 
Vergleicht man die in Kolonne 7 und 8 verzeichneten 
Werte fiir die Milchséureabnahme und Zuckerzunahme pro 
Liter Durchstrémungsblut, so sieht man, daB in Versuch 1, 
wo etwa 0,40 g Milchsiure aus dem Durchstrémungsblut ver- 
schwanden, 0,37 g Zucker gebildet wurden. In Versuch 2 
verschwanden 0,25 g Milchsdéure, wahrend 0,26 g Zucker ge- 
bildet wurden. Auch in Versuch 4 ist die Menge der ver- 





1) L. Lattes, Uber die Zuckerbildung in der kiinstlich durch- 
bluteten Leber diabetischer Tiere. Bioch. Zeitschr., Bd. 20, S. 215, 1909. 

?) G. Embden, Uber Zuckerbildung bei Durchblutung der glykogen- 
freien Leber. Hofmeisters Beitr., Bd. 6, S. 44, 1905. 
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schwundenen Milchséiure von 0,19 g von dhnlicher Gr6éBen- 
ordnung wie die des gebildeten Traubenzuckers (0,15 g), wiah- 
rend in Versuch 3 erheblich mehr Traubenzucker gebildet 
wurde (0,53 g), als Milchsiure verschwand (0,20 g). Wir 
halten es auf Grund der voranstehenden Arbeit von Baldes 
und Silberstein fiir sicher, daB® die ziemlich nahe Uberein- 
einstimmung der Milchsiureabnahme und Zuckerbildung in den 
drei Versuchen bei von Versuch zu Versuch verschiedener 
absoluter GroBe kein Zufall ist, sondern daB die verschwun- 
dene Milchsdure entsprechend den Versuchsergebnissen der 
eben genannten Autoren zu Zucker aufgebaut wurde, und wir 
erblicken in den eben besprochenen Versuchen einen weiteren 
Beleg fiir die Zuckerregeneration aus Milchsaure in der Leber. 

Auch in den eben erwahnten friiheren Versuchen Emb- 
dens, in denen eine recht betrachtliche Zuckerbildung bei der 
DurchstrOmung der glykogenfreien Leber mit normalem Blut 
erfolgte, diirfte die wesentlichste Quelle des neugebildeten 
Zuckers nichts anderes als Milchséure gewesen sein. 

Die Tatsache, daf in Versuch 3 weit mehr Dextrose 
gebildet wurde, als Milchséure verschwand, beweist jedenfalls, 
dafi hier auBer der Milchséure noch andere Quellen fiir die 
Zuckerbildung vorhanden waren. 

Ganz kurz kénnen wir das Verhalten der Acetonbildung 
(richtiger Acetessigsiurebildung) in dieser Versuchsreihe be- 
sprechen. Aus Kolonne 9 geht hervor, daf iiberall eine auferst 
betrachtliche Vermehrung der Acetessigsdurebildung gegenitiber 
der Norm vorhanden war. Wéahrend in der normalen Leber 
unter den Versuchsbedingungen dieser Arbeit etwa hdéchstens 
27 bis 30 mg Aceton pro Liter gebildet werden, schwankt in 
den 4 Versuchen der Tabelle I die Acetonbildung zwischen 
138 mg (Versuch 3) und 325 mg (Versuch 2). 

Das Ergebnis der 4 Dextroseversuche an der Leber pan- 
kreasdiabetischer Hunde 1laBt sich also dahin zusammenfassen, 
daf im Gegensatz zum Verhalten der normalen Hungerleber 
die zugesetzte Dextrose den Milchsiuregehalt des Blutes nicht 
zu steigern vermochte, sondern daf gerade wie im Leerversuch 
eine starke Verminderung der Milchsiure wahrend der Durch- 
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blutung eintrat. Allem Anschein nach wurde die verschwundene 
Milchsaure im wesentlichen zu Zucker umgewandelt. Die Werte 
fiir die Acetonbildung sind von abnormer Hohe, d. h. ebenso 
wie in den friiheren Versuchen von Embden und Lattes') 
lieS sich die acidotische Stérung des diabetischen Organismus 
auch noch an der isolierten Leber nachweisen. 

Ehe wir an den Versuch, diese Ergebnisse zu deuten, 
herantreten, wollen wir die unter Zusatz von Liévulose vor- 
genommenen DurchstrOémungsversuche besprechen. 

In Tabelle 2 sind drei derartige Versuche zusammen- 
gestellt. Im Versuche 5 erfolgte, allerdings erst nach zwei- 
stiindiger Durchblutung, eine ganz geringe Zunahme der Milch- 
sdure; der Gesamtzuckergehalt (Lavulose -+- Dextrose) hielt 
sich nach voriibergehender Zunahme auf dem gleichen Ni- 
veau.?) Offenbar hatte, wie aus den in der letzten Reihe der 
Kolonne 5 aufgefiihrten Zahlen hervorgeht, in der ersten Stunde 
eine sehr merkliche Zuckerbildung (von 0,24 g pro Liter) statt- 
gefunden; in der zweiten Stunde erfolgt ein Wiederzuriick- 
gehen des Zuckergehalts bis zum Ausgangswert. 

Es zeigte also in diesem Versuche die Lavulose ein fast 
gleiches Verhalten wie in den vorher erwahnten 4 Versuchen 
die Dextrose, d. h. es fand kein oder doch ein nur sehr ge- 
ringgradiger Abbau derselben zu Milchsaure statt. 

Entsprechend den Ergebnissen der in Tabelle 1 aufge- 
fiihrten Versuche ist auch in diesem Versuche die Acetessig- 
sdurebildung sehr hoch (149 mg pro Liter). Im folgenden 
Versuche 6, in dem nur eine Stunde durchblutet wurde, fand 
schon innerhalb dieser eine betriachtliche Zunahme der Milch- 
siure statt. Der Zucker hatte trotzdem zugenommen, sodai 
auch in diesem Falle eine Zuckerbildung aus anderen Quellen 
als Milchsaure anzunehmen ist. In diesem Versuche, in wel- 





!) G. Embden und L. Lattes, Uber die Acetessigsaurebildung in 
der Leber des diabetischen Hundes. Hofmeisters Beitrige, Bd. 11, 
S. 327, 1908. 

*) Die getrennte Bestimmung von Dextrose und Lavulose erfolgte 
in der friiher von Isaac geschilderten Weise. Diese Zeitschrift. Bd. 89, 


1914, S. 78. 
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5 7 | 8 9 
Menge der Dem Zuckergehalt Zu- oder Abnahme 
Versuchs- Ge- Durch- | Durchstré-| des Durchstrémungs-| Milchsdure- der ee . 
Nummer wicht |str6mungs-| mungs- blutes pro Liter gehalt Milchsdure des FO “Ml 
der | fliissigkeit | blut zuge- Fliissigkeit pro Liter yrs Liter —” Zuckers each 
Gewicht des |; .).,| in com setzte " Ge- _Durch- Rey ne ey A pre Scher Duseh- Pi al s- 
Sites Versuchs- | Substanz Dex- | Livu- nie str6mungsblut |Ausgangswertes| strémungsblut fllissigk ™, 
g dauer g trose | lose zucker sl g g in mg 
5. A —| — — |A 0,200 
Rade es ng _ 2200 10,0 |BO0 69 282] 351/B — +- 0,06 +. 0,01 149 
3 Tage nach der 2 Stunden} Lavulose |C 2,09) 1,66 | 3,75 |C — -+- 30 °/o 
Exstirpation “ 0,252 f . o- 
4,2 kg D 3,01! 0,51 | 3,52 | D 6 263 4 9:257 
6. a A 0,264 4+ 020 | +0 
ia Vie — ’ yf 64 
Pankreasdia- 9 mal a sc r 6 
betischer Hund, | 230 | 1 dl L _ 8 0,73) 342) 415 )B — +77 *he 
3 Tage nach der | unde dvulose |. - 0,461 
Exstirpat.9,0kg) | C298) 1,84) 482 /C 9 161, 461 : 
| i? 
7. | | Duel om | es Te | 
Pankreasdia- | | 2200 | 100 |B0,53} 3,35) 388/B — +. 0,25 —104 | 53 
betischerHund,| 201 | 7 er on io le p P | 
STuie wack er (1/2Stund. | Liivulose | C 1,96) 1,58 | 3,54 ia C 0,405 + 78 Jo | 
Exstirpation | | | 571 f | 
a | 9 Q) ¢ 394 } | 
7,8 kg | | D 2,03) 0.81 | 2,84 95700971 | 
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chem im Gegensatz zu allen bisher besprochenen eine sehr 
deutliche Milchsdurebildung stattgefunden hatte, war die Aceton- 
bildung sehr niedrig (64 mg pro Liter) im Verhaltnis zu den 
sonst bei der Durchblutung pankreasdiabetischer Lebern er- 
haltenen Werten. 

Ein dhnliches Ergebnis lieferte Versuch 7, nur daf hier 
die Zuckerabnahme ganz wesentlich stirker war, als es der 
Milchsaurebildung entsprach. Auch in diesem Versuche be- 
trug bei einer Milchséurebildung von 0,25 g die gebildete 
Acetonmenge nur 53 mg.!) 

Aus den bisher mitgeteilten Versuchen geht also hervor, 
daf8 in den Lebern pankreasdiabetischer Tiere dem Durch- 
blutungsblute zugesetzte Dextrose in vier Fallen nicht zu 
Milchséure abgebaut wurde; unter dem Einflusse zugefiigter 
Livulose fand einmal in einem Versuche von zweistiindiger 
Dauer eine ganz geringe, in zwei anderen Versuchen von 1- 
bis 11/estiindiger Dauer eine sehr deutliche Milchséurebildung 
statt, die allerdings wesentlich geringer war als die friiher 
unter Liivulosezusatz bei der Durchblutung der normalen 
Hungerleber beobachtete Vermehrung der Milchséure im 
Durchstrémungsblute.?) 

In den Versuchen, in denen keine Milchsaéure aus Zucker 
gebildet wurde, war die Acetessigsdurebildung von der sonst 
bei diabetischen Lebern beobachteten Starke; in den beiden 
Versuchen aber, in denen das zugefiigte Kohlenhydrat unter 
Milchséurebildung abgebaut wurde, war sie weitaus geringer. 

Bei der Durchblutung der Leber pankreasdiabetischer 
Hunde unter Zusatz von Kohlenhydraten stehen Milchsaure- 
und Acetessigsdurebildung und damit Zuckerabbau und Acet- 





1) Ob die starke Abnahme der Lavulose ohne entsprechende Milch- 
sdéurezunahme in diesem Versuche etwa auf Glykogenbildung aus Liivu- 
lose beruhte, vermégen wir nicht zu entscheiden. Fiir gewohnlich bleibt 
bei unserer Art der Versuchsanordnung Glykogenbildung in der Leber 
jedenfalls véllig aus. 

*) Die entsprechenden, von S. Oppenheimer (Bioch, Zeitschr., 
Bd. 45, 1912, S. 37, Tabelle III) bei Durchstrémung mit d-Livulose er- 
mittelten Milchsaurebildungswerte pro Liter Durchblutungsblut schwankten 
zwischen 0,55 und 1,25 g gegen 0,06 g bis 0,25 g in unseren Versuchen. 
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essigsiurebildung demnach in einem Abhangigkeitsverhaltnisse, 
insofern bei fehlender Milchsiurebildung die Acetessigséure- 
bildung hoch ist, bei vorhandenem Abbau der Kohlenhydrate 
zu Milchséure aber so niedrige Werte aufweist, wie sie sonst 
bei der Durchstr6mung pankreasdiabetischer Lebern nicht beob- 
achtet werden. 

Die Tatsache, dab zugesetzte Liavulose in der isolierten 
Leber pankreasloser Hunde, im Gegensatz zu Dextrose, an- 
gegriffen werden kann, steht in bestem Einklang mit der 
friiher von Minkowski‘) gemachten Feststellung, da’ Liavu- 
lose leichter als Dextrose vom Gesamtorganismus pankreas- 
loser Hunde assimiliert wird. 

Auch in der normalen Hungerleber wird tibrigens Lavu- 
lose*) weit leichter zu Milchséure abgebaut, als Dextrose. 

Wir gehen nunmebhr zur Besprechung der an den Lebern 
phloridzindiabetischer Hunde gewonnenen Ergebnisse iiber. 

In Tabelle 3 sind 6 unter Zusatz von Dextrose vor- 
genommene Versuche zusammengestellt. In vier von diesen 
Versuchen (8, 9, 12, 13) erfolgte ebensowenig wie bei der 
Durchstrémung der Lebern pankreasloser Hunde eine Bildung 
von Milchséure; im Gegenteil, in diesen Versuchen trat eine 
Abnahme der Milchséure auf, die in Versuch 8, 9 und 12 sehr 
betrachtlich ist, aber auch in Versuch 13 auferhalb der Fehler- 
grenze der Bestimmung liegt. In Versuch 10 ist dagegen wie 
in Normalversuchen eine merkliche, in Versuch 11 eine 
sehr starke Zunahme der Milchsaure eingetreten. Vergleicht 
man die Kolonnen 7 und 8, so sieht man, daf auch hier ein 
deutliches Alternieren der Milchsaéure- und Zuckerbildung zu 
beobachten ist. In den Versuchen 8, 9, 12 und 13, in denen 
wihrend des Versuches Milchsaure verschwunden ist, wurde 
Zucker gebildet; in dem Versuch 11, in dem eine auSerordent- 
lich groBe Milchséurebildung auftrat (0,64 g pro Liter), ver- 





‘) 0. Minkowski, Untersuchungen tiber den Diabetes mellitus 
nach Exstirpation des Pankreas. Archiv fiir exp. Path. u. Pharm., Bd. 31, 
S. 85, 1893. 

?)S. Oppenheimer, Uber Milchsdurebildung in der kiinstlich 
durchstrémten Leber. II. Mitteilung. Bioch. Zeitschr., Bd. 45, 1912, S. 38. 





























Bildung von Milchsiure und Acetessigsdure in der diabet. Leber. 309 


schwand eine noch groéfere Menge Zuckers') (1,28 g pro Liter). 
' In Versuch 10, wo 0,11 g Milchséure gebildet wurden, war’ 
allerdings der Zuckergehalt am Schlusse des Versuches ebenso 
grof, wie zu Beginn. Eine Stunde nach Versuchsbeginn aber 
war eine deutliche Steigerung des Zuckergehalts (0,26 g pro 
Liter DurchstrOmungsfliissigkeit) vorhanden. Es liegt nahe, 
die am Schlusse des Versuches vorhandene Milchsiurebildung 
von 0,11 g pro Liter Durchstrémungsblut auf diese voriiber- 
gehend auftretende Vermehrung des Zuckergehalts zuriickzu- 
fiihren, umsomehr, als in der Tat die Milchsaurebildung erst 
in der zweiten Stunde einsetzte, in welcher der Zuckergehalt 
wieder auf seinen Ausgangswert zuriickging. 

In den Versuchen, in denen Milchsiéiure verschwand, 
iiberwog mit Ausnahme von Versuch 12 die gebildete Zucker- 
menge die verschwundene Milchséuremenge sehr erheblich. 
Es scheint danach, als ob die Leber der phloridzinvergifteten 
Tiere mehr als die der pankreaslosen Hunde aufer aus Milch- 
siure noch aus anderen Substanzen Zucker bildet, vielleicht 
einfach deswegen, weil ihr solche Substanzen in gréfSerer 
Menge als der Leber pankreasloser Hunde zur Verfiigung 
stehen.?) 

Auch in diesen Versuchen an der Phloridzinleber besteht 
entschieden ein Zusammenhang zwischen der Milchsaurebildung 
und der Acetonbildung, in dem oben bei den Versuchen an 
den Lebern pankreasloser Hunde besprochenen Sinne. In 
Versuch 8 und 9 wurde keine Milchsiure aus Dextrose ge- 
bildet, und dementsprechend finden sich hier hohe Werte fiir 
die Acetonbildung (224 und 134 mg). In den Versuchen 
10 und 11 ist Milchsaurebildung vorhanden, und die Aceton- 
bildung halt sich innerhalb relativ niedriger Werte (59 und 
67 mg). In den beiden letzten Versuchen (12 und 13) sind 
allerdings die Acetonwerte trotz Ausbleibens der Milchsaure- 
bildung niedrig (72 und 53 mg). Freilich geht schon aus den 
Versuchen von Embden und Lattes (a. a. O. S. 328, Tabelle 1) 


1) Siehe Seite 307, Fufnote 1. 
2) Auch die eben besprochene voriibergehende Zuckerbildung in 
Versuch 10 erfolgte ja nicht auf Kosten von Milchsdure (s. Kolonne 5 u. 6). 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. ph ysiol. Chemie. IC. 22 
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und ebenso aus der voranstehenden Arbeit von Baldes 
und Silberstein (Tabelle 6, Vers. 1 u. 3) hervor, daB auch 
in Leerversuchen an der Leber von Phloridzintieren die 
Steigerung der Acetessigséurebildung manchmal nicht sehr 
ausgesprochen ist. 

Auch an den Lebern phloridzindiabetischer Tiere wurde 
eine Reihe von Versuchen unter Lavulosezusatz ausgefiihrt. 
Sechs derartiger Versuche sind in Tabelle IV (Nr. 14—19) 
zusammengestellt. In Versuch 14 ist trotz anderthalbstiindiger 
Durchblutung eine betrachtliche Abnahme der Milchsdure ein- 
getreten (— 0,19 g) und daneben eine sehr viel erheblichere 
Zuckerbildung (-+- 0,97 g). Die Liavulose ist am Schlusse des 
Versuches zum grOBeren Teile in Dextrose umgewandelt, wie 
aus Kolonne 5 hervorgeht. In diesem Versuch wurde leider 
eine Acetonbestimmung nicht ausgefiihrt. Im folgenden Ver- 
suche 15 wurde bei einstiindiger Durchblutung keine merkliche 
Anderung des Milchsiiurebestandes beobachtet, es hat eine geringe 
Zuckerbildung stattgefunden, und entsprechend dem Ausbleiben 
eines merklichen Abbaues von Livulose zu Milchsiéure findet 
sich ein hoher Acetonwert (163 mg). In den simtlichen folgen- 
den — ebenfalls einstiindigen — Versuchen (16—19) findet 
sich eine starke Milchsdéurebildung aus Liévulose; iiberall ist 
dementsprechend der Zuckergehalt am Ende des Versuches 
vermindert, wobei in den Versuchen 16, 17 und 18 ein ge- 
wisser Parallelismus zwischen Milchsaéurebildung und Ver- 
schwinden des Zuckers unverkennbar ist. In Versuch 19 
dagegen ist bei einer Milchséurebildung von 0,39 g pro Liter 
nur eine ganz geringe Zuckermenge verschwunden. Hier 
waren also offenbar noch erhebliche Mengen zuckerbilden- 
der Substanz — und damit milchséurebildender Sub- 
stanz — disponibel. Ganz entsprechend dem starken Kohlen- 
hydratabbau hilt sich in den eben besprochenen Versuchen 
die Acetonbildung innerhalb relativ niedriger Werte, in Ver- 
such 16 immerhin 70 mg, in den folgenden 3 Versuchen ist 
sie nur wenig héher als in Leerversuchen an der normalen 
Leber (38—45 mg). Ein Versuch an der normalen Leber 
nach viertaigigem Hunger (Versuch 20) zeigte bei einer Milch- 
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sdurebildung von 0,49 g pro Liter, die der héchsten bei Phlo- 
ridzinlebern aufgetretenen Milchséurebildung entspricht, ein 
Verschwinden von 0,53 g Zucker. Der Umfang der Aceton- 
bildung halt sich innerhalb der fiir den Leerversuch an der 
normalen Leber bekannten Werte. 

Aus den im Vorstehenden mitgeteilten Versuchen geht 
mit aller Deutlichkeit hervor, daB der Abbau zugesetzter La- 
vulose und mehr noch jener der Dextrose in der kiinstlich 
durchstrémten diabetischen Leber im Gegensatz zur Leber nor- 
maler Tiere mehr oder weniger vollstandig ausbleiben kann. 

Ganz einheitlich ist das Ergebnis der Dextroseversuche 
an Lebern pankreasloser Hunde, wo es in keinem Falle unter 
den Versuchsbedingungen, die in der normalen Leber zu 
starker Milchséurebildung fiihren, zu einer Milchsaéurebildung 
kam. Dementsprechend trat hier auch nirgends eine Abnahme, 
iiberall vielmehr eine deutliche Zunahme des _ Blutzucker- 
gehaltes ein, die in den meisten Versuchen der verschwun- 
denen Milchsiuremenge anndhernd entsprach. Hiermit ist 
es wohl zum ersten Male in einwandfreier Weise ge- 
lungen, neben der acidotischen Stoffwechselstorung 
auch eine Stérung des Kohlenhydratabbaus in der 
isOlierten Leber diabetischer Tiere nachzuweisen. 
Die mangelnde Fahigkeit der diabetischen Leber, aus Hexosen 
Glykogen zu bilden, konnte bereits vor kurzem in Versuchen 
von Barrenscheen!) auch am isolierten Organ festgestellt 
werden. 

Es ware gewif verlockend, aus diesen Befunden den 
Schlu8 zu ziehen, daB die Leberzelle pankreasloser Hunde 
drei Tage nach der Operation vollkommen die Fiahigkeit zur 
Traubenzuckerspaltung verloren hat. 

Aber so einfach liegen die Dinge doch wohl nicht. Ganz 
abgesehen davon, da in einem Teil der Livuloseversuche 
zugesetzte Livulose in Milchséure umgewandelt wurde, weist 
eine vergleichende Betrachtung der in den verschiedenen Ver- 
suchen dieser Arbeit beobachteten Acetessigsiurebildung darauf 


‘) H.K. Barrenscheen, Uber Glykogen- und Zuckerbildung in 
der isolierten Warmbliiterleber. Bioch. Zeitschr., Bd. 58, 1914, S. 303 ff. 
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hin, daB zwischen dem Umfange dieser Acetessigsaurebildung 
und dem des Kohlenhydratabbaues zu Milchséure enge Be- 
ziehungen bestehen. 

In einer friiheren Untersuchung haben Embden und 
Wirth’) gezeigt, daB die Acetessigséurebildung aus verschie- 
denartigen Substanzen in der isolierten Leber ausbleiben kann, 
wenn auger dem Acetessigsdurebildner eine Substanz dem 
DurchstrO6mungsblute zugefiigt wird, die ohne intermediare 
Acetessigsaéurebildung in der Leber oxydierbar ist. So bleibt 
z. B. die Acetessigsdiurebildung aus zugesetzter Isovalerian- 
siure aus, wenn neben der Isovaleriansiure Normalvalerian- 
siure zugefiigt wird. Auch in den abnorm glykogenhaltigen 
Lebern war die Acetonbildung aus Isovalerianséure in mehr- 
fachen Versuchen der genannten Autoren herabgemindert. 
Diese und ahnliche Versuche deuteten Embden und Wirth 
derart, daB zwei verschiedene dem Durchstrémungsblut zu- 
gefiigte verbrennliche Substanzen, von denen die eine bei 
ihrem Abbau Acetessigséure bildet, die andere aber nicht, 
gleichsam miteinander in Konkurrenz treten. Je nachdem die 
acetessigsiurebildende oder die nichtacetessigsdurebildende 
Substanz sich staérker an den Oxydationsprozessen beteiligt, 
wird die Hemmung der Acetessigsdurebildung ausbleiben oder 
eintreten.?) Die genannten Autoren tibertrugen die an der iso- 
lierten Leber gewonnenen Versuchsergebnisse auch auf den Ge- 
samtorganismus. Nach der von ihnen entwickelten Vorstellung 
beruht die antiketogene Wirkung einer Substanz auf ihrer 
leichten Verbrennlichkeit im Organismus ohne intermedidre 
Acetessigsaurebildung, und die Acidosis, die bei kohlenhydrat- 
freier Ernaihrung normaler Menschen sowie bei Zuckerkranken, 





1) Embden und Wirth, Uber Hemmung der Acetessigsaurebildung 
in der Leber. Bioch. Zeitschr., Bd. 27, S.1, 1910. 

*) Nach neueren von Embden und Baldes (Bioch. Zeitschr., 
Bd. 55, S. 301) sowie von Embden und Loeb (Diese Zeitschrift, Bd. 88, 
S. 251) angestellten Versuchen scheint es so, als ob neben der Ver- 
brennlichkeit der dem Durchstrémungsblut zugesetzten Substanzen und 
zum Teil mehr noch als diese Verbrennlichkeit die Bindung dieser Sub- 
stanzen an bestimmte Molekularkomplexe der Zelle in Betracht kommt, 
was hier zunichst aufer acht bleiben soll. 
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welche Kohlenhydrate nur ungeniigend verwerten kénnen, 
eintritt, mu danach als die Folge eines Fehlens einer kon- 
kurrierenden Verbrennung von Kohlenhydrat angesehen werden. 
Diese Anschauungen erfahren durch die Untersuchungen der 
vorliegenden Arbeit, wie wir glauben, eine Bestiatigung, und 
in gewisser Weise eine Erweiterung. 

Bei den bisherigen Betrachtungen iiber das Wesen der 
Acidosis und ihrer Beziehungen zur Kohlenhydratverbrennung 
hat man im wesentlichen nur die antiketogene Wirkung der 
Kohlenhydrate, d. h. ihre Fahigkeit, vermindernd auf die Aci- 
dosis einzuwirken, ins Auge gefaft. 

Aus den oben mitgeteilten Versuchen scheint hervor- 
zugehen, dai umgekehrt auch eine die Spaltung der Kohlen- 
hydrate herabsetzende Wirkung der Acetessigsaurebildung 
anzunehmen ist. Wenigstens glauben wir, dafi méglicherweise 
in unseren Dextroseversuchen an den Lebern pankreasloser 
Hunde deswegen die Milchséurebildung aus Dextrose ausblieb, 
weil die dem Durchblutungsblute zugesetzte Dextrose nicht 
imstande war, die reichlich in der diabetischen Leber vor- 
handenen acetessigsdurebildenden Substanzen aus dem Stoff- 
wechsel zu verdringen. Wo zugesetztes Kohlenhydrat in der 
diabetischen Leber zu Milchséure abgebaut wurde, wie in 
Versuch 6 und 7, in denen in der Leber eines pankreaslosen 
Hundes eine deutliche Milchséurebildung aus Lavulose eintrat, 
da war die Acetessigsdurebildung deutlich gehemmt. Das 
gleiche Verhalten findet sich auch im gr6éBten Teile der an 
der Leber phloridzindiabetischer Hunde vorgenommenen Ver- 
suche. In Versuch 8 und 9 ist bei hoher Acetessigséure- 
bildung keine Milchsdéurebildung aus Dextrose, im Gegenteil, 
eine Abnahme der Milchséure wahrend des Versuches ein- 
getreten, und umgekehrt findet sich in Versuch 10 und 11 
bei erheblicher Milchséurebildung aus Traubenzucker eine 
deutliche Hemmung der Acetonbildung. 

Auch die samtlichen an phloridzindiabetischen Lebern 
vorgenommenen Livuloseversuche zeigen das gleiche Ver- 
halten. In dem einen Versuch 15, wo bei ausbleibender 
Milchsaurebildung eine Acetonbestimmung vorgenommen wurde, 
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ist die Acetessigsdurebildung eine sehr hohe, in den iibrigen 
Versuchen, in denen Milchsdurebildung auftrat, finden sich 
niedrige Acetessigséurewerte. Nur zwei der unter Zusatz 
von Dextrose an den Lebern phloridzindiabetischer Hunde 
vorgenommenen Versuche (Versuch 12 und 13 der Tabelle 3) 
fallen aus der Reihe. In beiden Fallen finden sich trotz aus- 
bleibenden Kohlenhydratabbaues zu Milchsaure relativ niedrige 
Acetonwerte. In Versuch 13 fand allerdings bei der Durch- 
stromung unter Zuckerzusatz nur eine sehr geringfiigige Ab- 
nahme des Milchséuregehaltes statt, wahrend in unseren 
neueren Leerversuchen diese Abnahme stets deutlich war. 
Wir mochten iiberdies an die oben erwahnten Untersuchungen 
von Embden und Baldes und Embden und Loeb erinnern, 
wonach allem Anscheine nach fiir die Verdrangung einer Sub- 
stanz durch eine zweite in erster Linie nicht deren konkurrie- 
rende Beteiligung an den oxydativen Vorgangen, sondern nur 
die Bindung an bestimmte Molekularkomplexe der Zelle not- 
wendig ist, wobei diese Komplexe fiir die aus dem Stoffwechsel 
verdrangte Substanz gleichsam verstopft werden. 

Wie dem auch sein mag, jedenfalls geht aus unseren 
Versuchen hervor, daf in der diabetischen Leber der Abbau 
von Dextrose und Léavulose und der Umfang der Acetessig- 
siurebildung in einem alternierenden Verhiltnisse stehen, derart, 
dafi reichliches Auftreten von Acetessigsiure den Abbau der 
Kohlenhydrate zu Milchséure zuriickdringt, reichliche Milch- 
siurebildung das Auftreten von Acetessigsiure vermindert. 

Fiir das Verstindnis der Stérungen im Kohlenhydratstoff- 
wechsel beim Diabetes mellitus sind méglicherweise auch die 
Wechselbeziehungen, die zwischen Milchsaéurebildung und Zucker- 
bildung in der Leber bestehen, von erheblicher Bedeutung. 

Wie es scheint, erfolgt wenigstens unter den von uns 
gewahlten Versuchsbedingungen in der Leber die synthetische 
Zuckerbildung in der Hauptsache auf dem Wege iiber Milchséure 
und umgekehrt fiihrt unter den gleichen Bedingungen die die 
Verbrennung einleitende Zuckerspaltung zu Milchsaurebildung. 

Es handelt sich hier allem Anscheine nach — wenigstens 
im biologischen Sinne — um eine umkehrbare Reaktion: 
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Durch Zuckerzusatz kann man Milchsdurebildung, 
durch Milchséurezusatz kann man Zuckerbildung in 
der Leber erzwingen. 

Hiernach sind die Zuckerbildung in der Leber und der 
Zuckerabbau in der Leber nicht zwei verschiedene, von- 
einander unabhangige Vorginge, sondern Ausdruck ein und 
derselben reversiblen Reaktion,!) die je nach den besonderen 
Umstianden vorwiegend in der einen oder in der anderen 
Richtung verlauft. 

Es wiirde sich also, die Richtigkeit der eben entwickelten 
Anschauungen vorausgesetzt, bei der diabetischen Stérung des 
Kohlenhydratstoffwechsels um Verschiebung der den Zucker- 
aufbau und den Zuckerabbau beherrschenden Gleichgewichts- 
reaktion in der Richtung der Synthese handeln. 

Kohlenhydratabbau und Acidosis alternieren allem An- 
scheine nach deswegen miteinander, weil die Umsetzungsvor- 
gange in der Leber bald auf Kosten von Kohlenhydraten, deren 
Abbau nicht zu Acetessigsaurebildung, sondern zu intermediaérem 
Auftreten von Milchsadure fihrt, bald auf Kosten von Fettsub- 
stanzen erfolgt, die bei ihrem Abbau Acetessigsdure bilden, 
ohne dafi dabei Milchsdure auftritt. 

Diese Vorstellung ist vielleicht auch fiir die Klinik des 
Diabetes mellitus nicht ohne Bedeutung. Denn hiernach wiirde 
der Zuckerkranke Acetessigséure ausscheiden, weil er infolge 
schlechter Verwertung der Kohlenhydrate Fette in gréferem 
Umfange als der normale Mensch verbrennen mu8; und weiter- 
hin wird es durch sie verstaéndlich gemacht, daf durch eine 
infolge mangelhafter Kohlenhydratverwertung einmal zustande 
gekommene Acidosis eine weitere Verschlechterung der Kohlen- 
hydratausnutzung bewirkt wird. Wenn Naunyn im AnschluB 
an Vorstellungen von Nasse zur Erklérung des Auftretens der 
Acetonkoérper die Auffassung vertreten hat, dafi die Oxydation 
des leicht verbrennlichen Zuckers die Energie der Verbrennungs- 
vorginge im Organismus steigere, ahnlich wie ein bereits 
brennendes Feuer brennbare Stoffe in seiner Umgebung ent- 





‘) Qder einer geordneten Reihenfolge solcher Reaktionen. 
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ziindet, eine Vorstellung, die von Rosenfeld die bekannte 
Fassung erhielt: Die Fette verbrennen im Feuer der Kohlen- 
hydrate, so gibt diese Erklarung, wie Magnus Levy in seiner 
zusammenfassenden Darstellung tiber die Acetonkérper her- 
vorhebt,') keinen befriedigenden Einblick in die in Frage 
kommenden Vorgiinge. Ein solcher wird unseres Erachtens 
angebahnt durch unsere eben erodrterten experimentell er- 
wiesenen Anschauungen iiber das Alternieren von Kohlen- 
hydrat- und Fettabbau in der diabetischen Leber. Man braucht 
daher auch nicht zur Erklérung der Acidosis auf ktirzlich 
gediuferte Anschauungen von Ringer zuriickzugreifen, der das 
Ausbleiben intermediarer Synthesen zwischen Acetonkorpern 
und Kohlenhydraten fiir das Auftreten der ersteren verant- 
wortlich macht.*) Offenbar stellen die Acetonkérper, wenigstens 
Oxybutterséure und Acetessigsdiure, keine an sich abnormen, 
sondern normale intermediare Produkte dar. 

Ferner machen es die von uns gegebenen Eroérterungen 
verstindlich, daB beim Diabetes nicht Verlust oder Schadigung 
von Fermenten die Ursache des mangelhaften Kohlenhydrat- 
abbaues ist: damit stimmen auch noch nicht verdffentlichte 
Versuche von Hagemann sehr gut iiberein, der zeigen konnte, 
dafi} die Blutkorperchen derselben pankreasdiabetischen Tiere, 
deren Leber Dextrose nicht abbaute, diesen Zucker in normalem 
Umfange in Milchséure verwandelten. 


Zusammenfassung. 


Die tatsichlichen Ergebnisse dieser Arbeit sind, kurzgefaBt, 
folgende: 

1. Die Leber pankreasdiabetischer Hunde baut im Gegen- 
satze zur Hungerleber normaler Tiere Dextrose nicht zu Milch- 
sdure ab, dagegen unter Umstaénden Lavulose, wenn auch in 
geringerem Umfange als die Leber normaler Hungerhunde. 





1) A. Magnus-Levy, Die Acetonkérper. Ergebnisse der inneren 
Medizin, Bd. 1, 1908. 

*) Daf’ z. B. das Ausbleiben der Acetessigsiurebildung unter dem 
Finflu& von Propionsdure nicht auf einer Zuckerbildung aus Propionsdure 
beruht, geht aus noch unver@ffentlichten Versuchen von A. Loeb hervor. 
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2. Die Lebern phloridzindiabetischer Tiere zeigen ein 
ahnliches Verhalten, nur daB bei ihnen auch Dextrose hiufig 
zu Milchséure umgewandelt wird. 

3. Kohlenhydratabbau zu Milchsaéure und Acetessigsaure- 
bildung wihrend der Durchstrémung der Leber diabetischer 
Tiere stehen in einem alternierenden Verhiltnis, insofern bei 
ausbleibendem Kohlenhydratabbau sehr viel Acetessigsaéure 
auftritt, und umgekehrt, bei vorhandenem Abbau der Kohlen- 
hydrate die Acetessigsiurebildung sehr gering ist. 











